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Abreviaturas.
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Resumen.

Se ha mostrado que el caseinato de sodio (CasNa) inhibe la proliferación de la línea hematopoyética

mieloide 32D de ratón promoviendo su diferenciación hacia macrófagos (Ramos el al, 2004). Sin

embargo, se desconoce si la inhibición de la proliferación es mediada por la inducción de citocinas

supresoras de la hematopoyesis.

Por lo tanto, se evaluó el mRNA para TNF-a, TGF-pl, CCL3/MIP-la e IFN-a en cultivos de

células 32D con y sin tratamiento de CasNa, encontrándose que expresan de manera constitutiva

estos genes. Sin embargo, el tratamiento de 2 mg/mL de CasNa incrementa la expresión para

TNF-a e IFN-a, mientras que no parece modular la de TGF-pl y CCL3/MIP-la. Por otro lado, las

células 32D producen de manera constitutivaTGF-p1,no así TNF-a o CCL3/MIP-la, mientras que

el estímulo de CasNa incrementa de manera significativa la síntesis de TGF-pl a la vez que induce

la producción de TNF-a y CCL3/M1P-la en tanto que no hay evidencias de modulación de IFN-a.

Finalmente, se determinó que el TNF-a secretado por estímulo de CasNa, media de manera parcial

la supresión de la proliferación inducida por CasNa, en tanto el resto de las citocinas no parecen

tener intervención en la inhibición de la proliferación. En cuanto a la inducción de diferenciación,

no existen evidencias de que alguna de estas citocinas sea la responsable de la diferenciación hacia

macrófagos. En conjunto, los resultados muestrán que el CasNa es capaz de inducir la expresión de

reguladores hematopoyéticos (TNF-a, TGF-pl y CCL3/MIP-la), de los cuales solo TNF-a tiene

un papel importante en el mecanismno de acción de CasNa.
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Abstract.

Previous works at this lab has been shown that sodium caseinate (CasNa) inhibit the proliferation of

murine hematopoietic myeloid 320 cell line inducing differentiation into macrophage cells

(Ramos et al, 2004). However, is not yet known whether inhibition of proliferation is mediated

through the hematopoietic cell growth-regulating cytokines induction.

Therefore, the expression ofmRNAs for TNF-a, TGF-pl, CCL3/MIP-Ia and IFN-a in culture in

the presence or absense ofCasNa was determined, the results show that 320 cellline consitutively

express these mRNAs. However, treatment with 2 mg/mL of CasNa upregulate expression for

TNF-a and IFN-a, whereas seem do not modulate TGF-pl and CCL3/MIP-la expression.

Another hand, 320 cells constitutively produce TGF-IH, but not TNF-a or CCL3/MIP-la, while

CasNa stimulus upregulate significantly the secretion of TGF-p1, at the same time that arise the

TNF-a and CCL3/MIP-l a production, whereas there are no evidences for IFN-a modulation.

Finally, TNF-a induced by CasNa was determined mediates partially supression of proliferation

induced by CasNa, whereas other else citokines seem not to have a rol in the proliferation

inhibition. About the diferentiation induction, there are not evidence that anyone ofthese cytokines

being macrophage cells differentiationresponsible. Take together, the results shown that CasNa was

able to inducing the hematopoietic regulators éxpression (TNF-a, TGF-pl and CCL3/MIP-la),

from wich only TNF-a playa relevant role into action mechanismofCasNa.
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Introducción.

Hematopoyesis.

Las células sanguíneas tienen como principal función el transporte de oxígeno y la defensa del

organismo contra la invasión de agentes patógenos. Las células sanguíneas maduras (eritrocitos,

granulocitos, monocitos, linfocitos y plaquetas) mueren por senescencia o bien durante el desarrollo

de sus funciones normales (Hughes-Jones & Wickramasingh 1991), siendo su número restituido por

la formación de nuevas células sanguíneas mediante el proceso conocido como hematopoyesis

(Figura 1) (Orkin 1995).

La producción de células sanguíneasen el humano inicia en el saco vitelino durante los primeros 14

a 19 días de vida embrionaria, el hígado y bazo fetal se convierten en los principales órganos

hematopoyéticos en el segundo trimestre de embarazo y la médula ósea fetal hacia el tercer

trimestre. Después del nacimiento la médula ósea es el principal sitio hematopoyéticoen individuos

sanos. Así y durante los primeros cuatro años de vida, la médula de todos los huesos contribuye a

la hematopoyesis (Munker el al, 1998), mientras que en la edad madura, debido al incremento de

células adiposas en ciertas regiones de la médula, el proceso queda restringido a los huesos

pélvicos, columna vertebral, fémur, húmero, cráneo y esternón (Hughes-Jones & Wickramasingh

1991).

Las células sanguíneas se desarrollan dentro de un ambiente constituidopor distintos tipos celulares

y proteínas extracelularesque en su conjunto forman el microambientehematopoyético. Las células

que constituyen éste microambienteson conocidas como células del estroma medular y entre ellas

se encuentran principalmente: fibroblastos, macrófagos, células endoteliales, osteoblastos y

adipocitos. Su principal función es proveer el microambiente propicio para favorecer la

proliferación y diferenciación de las células hematopoyéticas. Las células del estroma medular

secretan proteínas como la colágena, fibronectina, laminina y los proteoglicanos que constituyen la

matriz extracelular, mientras que las proteínas que regulan la fisiología de las células

hematopoyéticasy sus precursores son llamadas citocinas (Munkerel al, 1998).
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Figura 1. Hematopoyesis.
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Tomado y modificado de Larsson & Karlsson 2005; Weissman 2000.

LT-HSC (célula stem hematopoyética reconstituyente a largo plazo), ST-HSC (célula stem
hematopoyética reconstituyente a corto plazo), MPP (progenitor multipotencial), CLP (progenitor
linfoide común), CMP (progenitor mieloide común), MEP (progenitor megacariocito/eritroide
común), GMP (progenitor granulocito/macrófago), DP (progenitor dendrítico), CFU (unidad
formadora de colonias).

La hematopoyesis es sustentada por la proliferación y diferenciación de un grupo de células

conocido como células stem (tallo) hematopoyéticas (Orkin 1995). Estas células se concentran

principalmente en el estroma de la médula ósea y constituyenel 0.05% de esta población celular, se

caracterizan por su alta capacidad proliferativa y de auto-renovación (Ogawa & Matsunaga 1999;

Orlic & Bodine 1994), así como por la ausencia de características morfológicas o citoquímicas

propias de las células maduras o comprometidas hacia algún linaje celular. Estas células son

consideradas totipotenciales debido a que estimuladas con la combinación de diferentes citocinas

pueden comprometerse hacia cualquiera de los linajes celulares sanguíneos, además tienen la
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capacidad para reconstituir la hematopoyesisa corto y largo plazo, en individuos mielosuprimidos

despuésde unaradioo quimioterapia(Morrisonel al, 1995).

Históricamente, cultivos in vitro permitieron establecer que las células precursoras hematopoyéticas

provenientes de la médula ósea de ratón, solo proliferaban en presencia de células estromales o de

medios condicionados (Me) de cultivos de células pertenecientes al estroma de médula ósea

(Pluznik & Sachs 1965), posteriormente se demostró que la proliferación de estas células estaba

sustentada por factores glicoprotéicos presente en el MC. De esta manera la hematopoyesis está

regulada por una serie de glicoproteínas conocidas como factores de crecimiento hematopoyético e

interleucinas (Metcalf 1998) las cuales son miembros de la familia de las citocinas.

Las citocinas pueden ser categorizadas de acuerdo a su papel como proteínas estimuladoras,

supresoras o co-estimuladoras. Estas acciones son mediadas a través de receptores específicos los

cuales transmiten una serie de secuencias intracelulares, que dan a la célula la información

necesaria para sobrevivir o morir, proliferar o diferenciarse o en el caso de las células stem

autorenovarse o no (Broxmeyer el al, 2001). Así para las células progenitoras, la presencia de

interleucina-3 (IL-3), factor estimulador de colonias de granulocito-macrófagos (GM-CSF), de

granulocitos (G-CSF), eritropoyetina (EPO) o trombopoyetina (TPO), es suficiente para su

proliferación y diferenciaciónhacia células maduras (Clark & Kamen 1987).

Por otra parte, varias citocinas originalmente reconocidas como reguladoras de procesos

inflamatorios o inmunes, han mostrado efectos como supresores de la proliferación a diferentes

niveles dentro de la cascada hematopoyética(Broxmeyerel al, 2001), entre las mas reconocidas se

tienen, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferón alfa (IFN-a), factor de crecimiento

transformante beta (TGF-P) y el ligando 3 de las CC quimiocinas (CCL3/MIP-la) (Jacobsen el al,

1994; Hamblin 1993; Chin el al, 2004; Trinchieri el al, 1987). Sin embargo, existen reportes que

muestran el potencial inhibitorio de otras citocinas y quimiocinas entre las que destacan:

IFN-y(Jonasch & Haluska 2001), CXCL2/MIP-2P'. CXCL8/IL-8, CXCL4/PF-4, CCL2/MCP-l

(Youn el al, 1995;Broxmeyerel al, 1993;Sarris el al, 1993),CCL24/Eotaxina2 (Patel el al, 1997),

CCL9/MIP-Iy (Rara el al, 1995), LIF (Wetzler el al, 1991), Timosina-p4 (Li el al, 2000), IL-I P

(Ledesma el al, 2004), CXCLlO/IP-lO(Sarris el al, 1993)y TRAIL (Plasilova el al, 2002).
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Factor de Necrosis Tumoral alfa.

El término factor de necrosis tumoral se refiere a dos citocinas estrechamente relacionadas pero

codificadas por genes distintos, conocidas como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o

cachectina y factor de necrosis tumoral beta (TNF-~) o linfotoxina. Ambas citocinas interaccionan

con los mismos receptores de membrana y ambas están implicadas en la respuesta del organismo

contra algunas enfermedades (Tracey & Cerami 1994). El gen para el TNF-a codifica para una

forma precursora bioactiva de 26 kDa (Jue el al, 1990),que enlazada a membrana está implicada en

las actividades parácrinas del TNF-a en diversos tejidos. En respuesta a endotoxinas bacterianas,

por ejemplo lipopolisacárido (LPS) y otros estímulos, la forma precursora es cortada por enzimas

proteolíticas para generar la forma madura de 17 kDa (Pennica el al, 1984).Tres de estas formas

monoméricas se asocian de manera no-covalentepara formar un trímero, que es la forma bioactiva

del TNF-a predominante en suero y fluidos corporales (Jones el al, 1989; Smith & Baglioni 1987).

Originalmente se consideraba que el TNF-a era exclusivamente producido por monocitos y

macrófagos (Ferdy el al, 1998;Lange 1991), sin embargo se ha demostrado, al menos in vitro, que

muchos tipos celulares son capaces de sintetizar TNF-a (Sidhu & Bollon 1993), por ejemplo, las

células de leucemia promielocítica aguda, timocitos, linfocitos T y B, células NK, fibroblastos,

(Hamblin 1993;Bharat & Jordan 1992)y recientemente se estableció que células CD34+ humanas

expresan de manera constitutiva un gran número de genes entre ellos el del TNF-a (Janowska el al,

2001).

Existen dos tipos de receptores para TNF, el de tipo 1 (TNFR-55, p55) Y del de tipo 11

(TNFR-75, p75), los cuales están presentes en la membrana plasmática de prácticamente todos los

tipos celulares a excepción de eritrocitos y células T no estimuladas (Beyert & Fiers 1998; Lewis el

al, 1991). Los receptores comparten homología estructural en el dominio extracelular de enlace a

TNF así exhiben afinidades de unión similares (Smith el al, 1990; Thoma el al, 1990). La unión

ligando-receptor, (tres receptores unidos al trímero activo de TNF) (Banner el al, 1993) activa una

máxima respuesta celular con tan solo el 10% de los receptores de membrana enlazados al ligando.

La internalización del TNF parece no ser necesaria en la activación celular (Engelmann el al, 1990)

y varias rutas de señalización han sido descritas, de esta manera existe controversia acerca de si una

ruta individual media una respuesta específica (Tracey & Cerami 1994).

La región citoplasmática de ambos receptores carece de regiones enzimaticas reconocibles, así su

capacidad para transducir señales depende de la interacción con moléculas transductoras específicas
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(Natoli et al, 1998), por ejemplo, en la ruta activada por TNF enlazado a p55, la proteína TRADD

(Dominio de Muerte Asociado a TNFR) se une al receptor de manera ligando dependiente

(Hsu et al, 1995), actuando como un adaptador cuya función es reclutar transductores downstrean

como FADD (Dominio de Muerte Asociado a Fas) y TRAF2 (Factor Asociado a TNFR)

(Rothe et al, 1995a; Hsu et al, 1996) o RIP (Proteína de Interacción con el Receptor)

(Hsu et al, 1996). Por otro lado p75 no parece reclutar a TRADD pero directamente interactúa con

TRAF2, asociando a p75 con las rutas en las que se activa NF-KB y JNK/SAPK (Figura 2)

(Rothe et al, 1995b; Reinhard et al, 1997).

Mientras que FADD interactúa directamente con proteasas apoptóticas (caspasas) activando así la

muerte celular, TRAF2 participa en la activación de NF-kB y JNK/AP-l (Hsu et al, 1996,

Varfolomeev et al, 1996) por dos diferentes rutas. En la primera se requiere el reclutamiento de la

proteína cinasa NIK (Malini et al, 1997), conducendo a la fosforilación de lIeBa (subunidad

inhibitoria de NF-KB) en dos residuos de serina N-terminal (Ser 32/36); IKBa fosforilado es

entonces degradado liberando a NF-KB el cual entra al núcleo y activa la transcripción

(Hsu et al, 1996; Rothe et al, 1995b). La otra ruta, la cual es independiente de NIK

(Song et al, 1997; Natoli et al, 1997), está asociada a la activación JNKs/SAPKs en la cual se activa

la transcripción por fosforilación y activación de varios factores de transcripción entre ellos: c-Jun,

ATF2 y TCF/Elk (Liu et al,1996; Reinhard et al, 1997). Así, mientras que la apoptosis asociada a

p55 requiere de la presencia de FADD, la inducción de la expresión génica ocurre principalmente

por medio de rutas independientes de TRAF2 (Natoli et al, 1998). Por otro lado, FADD, también

puede unirse a un adaptador llamado RAIDD (Duan & Dixit 1997), el cual se enlaza a RIP a través

del motif CARO (Dominio de Reclutamiento de Caspasa) induciendo apoptosis

(Herbein & O'Brien 2000).

Diversos estudios han relacionado el tipo de receptor expresado con la supresión hematopoyética

inducida por el TNF-a, de esta manera se sabe que los receptores p55 y p75 están involucrados en

la supresión de la proliferación de las células CD34+ y células Lin-Sca-I+ respectivamente

(Rusten et al, 1994; Fahlman et al, 1994). Asimismo se ha intentado correlacionar la ruta

metabólica activada ya sea por apoptosis o arresto en el ciclo celular con el tipo de receptor, sin

embargo el papel de los receptoresen la inhibición de la hematopoyesisno es del todo claro y en su

mayoría controversial, por ejemplo el efecto apoptótico del TNF-a está bien documentado y

principalmente mediado a través del receptor p55 (Baker & Reddy 1996; Yuan 1997;

Zheng et al, 1995), así en las células T humanas de individuos adultos la expresión de p55 pero no
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p75 incrementa la susceptibilidad a apoptosis inducida por el TNF-a. (Aggarwal el al, 1999), sin

embargo también se ha reportado que el receptor p55 esta involucrado en una ruta no apoptótica

(Rath & Aggarwal 1999), mientras que el receptor p75 puede participar en la inducción de

apoptosis (Baxter el al, 1999),o suprimir la proliferación sin muerte celular (Zheng el al, 1995).

El TNF-a. muestra una amplia gama de efectos biológicos que en general no son especie-específicos

(Aiyer & Aggarwal 1988). Su principal actividad in vivo, se refiere a la citotoxicidad sobre células

tumorales que varía dependiendo de las condiciones de crecimiento y el grado de diferenciación

(Kirstein el al; 1986), así en estudios in vilro actúa selectivamente sobre líneas celulares

transformadas no teniendo efecto sobre células normales en cultivo, salvo excepciones en las que

bajo ciertas condiciones inhibe la proliferación de fibroblastos, células endoteliales, adipocitos y

queratinocitos (Fransen el al, 1986; Sugarman el al, 1985). Dependiendo de la célula blanco y de la

presencia de inhibidores metabólicos, puede inducir necrosis o muerte por apoptosis

(Grooten el al, 1993; Schmid el al, 1986), asimismo está involucrado en la inducción y expresión de

genes, en procesos intlamatorios, reparación de tejidos, respuesta inmune y hematopoyesis,

mientras que se le ha detectado como agente importante en cuadros de artritis e infecciones víricas y

bacterianas (Tabla 1).

Debido a su importancia como inmunomodulador y agente antitumoral tanto in vitro como in vivo,

se le ha examinado extensivamente como una alternativa terapéutica en tratamientos de cáncer, así

en estudios preclínicos se ha administrado en combinación con otras citocinas y agentes

quimioterapéuticos (Beyert & Fiers 1998), sin embargo sólo en muy pocos casos se han logrado

actividades sinergísticas favorables y remisiones parciales (Negrier el al, 1992).

El papel del TNF-a. en hematopoyesis se ha estudiado ampliamente y se reportan efectos tanto

estimuladores como inhibidores, dependiendo del sistema y de la naturaleza de las células

hematopoyéticas (Loetscher el al, 1991;Caux el al, 1990; Wisniewskiel al, 1987). Es reconocido

que además de sus efectos sobre la proliferación es un inductor de diferenciación

(Kharbanda el al, 1990), en este sentido se ha reportado que es capaz de inducir la expresión de

marcadores de diferenciación de linaje monocito/niacrófagoentre ellos el antígeno CD14en células

humanas (Weber el al, 1993), mientras que es un potente inductor de diferenciación hacia

monocitos en las células tumorales U937 humanas (Hashimoto & Hanazawa 1990) y de leucemia

mielomonocítica WEHI 3B de ratón (Leung el al, 1994;Mak el al, 1993).Asimismo se ha sugerido

que induce la expresión del gen de M-CSF (Kharbanda el al, 1990), mientras que induce la

secreción de M-CSF en monocitoshumanos (Oster el al, 1987).
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Aunque inicialmente se le identificó como un factor citotóxico y regulador negativo de la

proliferación celular, posteriormente demostró propiedades estimuladoras del crecimiento en

diversos tipos celulares (Digel et al, 1989;Vilcek et al, 1986), en este contexto se ha observado que

puede actuar de manera sinérgica con GM-CSF o IL-3, para potenciar el crecimiento de células

progenitoras hematopoyéticas CD34+ humanas (Blackx et al, 1991; Caux et al, 1990).

Adicionalmente el TNF-a. incrementa la sobrevivencia de cultivos individuales de células

Lin- Sca-l + tratados con IL-lp, incremento que se correlaciona con un aumento en el número de

células viables y supresión de apoptosis (Neta et al, 1988).

A pesar de los estímulos positivos, el TNF-a. es un reconocido supresor de la hematopoyesis in vitro

que inhibe la proliferación de células progenitoras de médula ósea de ratón y humano en respuesta a

la mayoría de las citocinas que se emplean como estimuladoras (Caux et al, 1990;

Murphy et al, 1988). Sin embargo es importante tener en consideración que el grado de inhibición

hematopoyética mediado por esta citocina es ~fia1)te,{Munker et al, 1998) y dependiente de la

tracción celular separada de la médula ósea y d~l tipo de ~edio condicionado usado como fuente de
1

factores de crecimiento hematopoyético, asimismo el efecto inhibitorio del TNF-a. puede ser
----------

indirecto, esto es mediante la liberación de factores supresores por células accesorias

(Beutler & Cerami 1989), los que puede"nactuar de manera conjunta con el TNF-a. para inhibir la

hematopoyesis (Martínez-Jaramillo et al, 200]; Lu et al,] 999; Yamaguchi et al, 1999).
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Factor de CrecimientoTransformante beta 1.

La familia del TGF-~ consiste de cinco factores, tres de los cuales (~1-~3) son sintetizados en

mamiferos, siendo el factor de crecimiento transformante beta 1 y beta 2 (TGF-~1 YTGF-~2) los

mas frecuentes; otras dos isoformas llamadas factor de crecimiento transformante beta 4 y beta 5

(TGF-~4 Y TGF-~5) se han encontrado a nivel de mRNA en embriones de pollo y rana

(Xenopus laevis) respectivamente(Jakowlewet al, 1988; Kondalah et al, 1990).

Las diferentes isoformas de TGF-~ son sintetizadas como pro-proteínas precursoras de 392

aminoácidos que dimerizan durante la ruta secretora. Esta forma precursora es cortada en el aparato

de Golgi en la posición 279 (Gentry & Nash 1990) y la región carboxilo terminal

(aminoácidos 280-392) que constituye la forma madura de TGF-~ permanece asociada con un

polipéptido amino-terminal llamado LAP (péptido asociado a latencia) o ~l-LAP, creando un

complejo latente (Saharinen et al, 1998). De esta manera, el TGF-~ secretado es mantenido en un

estado de latencia o inactividad que al ser reversible, funciona como un mecanismo de control que

previne que la citocina ejerza una respuesta biológica hasta la conversión a la forma activa, proceso

conocido como activación de TGF-~ latente o formación de TGF-~ (Gleizes et al, 1997).

La interacción entre TGF-~ y LAP puede ser rota in vitro por incremento de temperatura

(80°C por 10 minutos), dada la resistencia a la desnaturalización de la forma madura de

TGF-~ comparada con LAP (Brown et al, 1990), mientras que otros tratamientos fisicoquímicos

que promueven la activación de TGF-~ son el uso de detergentes o el pH ácido o básico; en este

sentido se ha reportado que in vivo, la activación de TGF-~ latente por osteoclastos durante la

resorción de hueso, puede estar asociada a la acidificación (pH<3) en el espacio pericelular de los

osteoclastos (Oreffo et al, 1989; Bonewald & Mundy 1989). Por otro lado, en la mayor parte de los

casos, asociado al complejo latente i.e. la forma madura de TGF-~ y LAP, se encuentra una

glicoproteína de entre 120 y 240 kDa llamada LTBP (proteína enlazada a TGF-~ latente)

(Miyazono et al, 1988), la cual se une a LAP durante la secreción.Una excepción la constituyen los

osteoblastos de rata, los cuales secretan TGF-~ que carece de LTBP (Dalias et al, 1994).A pesar de

que LTBP no parece ser necesaria en la condición de TGF-~ como complejo latente, se ha sugerido

qué puede participar en la ruta de activación. Así, se ha propuesto que después de la secreción, el

complejo latente de TGF-~ se incorpora a la matriz extracelular (ME) mediante LTBP por la acción

de una transglutaminasa. En un primer corte proteolítico, LTBP es truncado por una proteasa de

serina (plasmina) y el complejo latente se libera de la ME al mismo tiempo que se expone en LAP
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residuos de manosa-6fosfato, por medio de los cuales al unirse vía el receptor de

manosa-6fosfato/IGF-Il presente en células endoteliales o de músculo liso, el complejo latente

queda en disposición para un segundo corte proteolítico que trunca LAP y libera la forma madura

de TGF-p (Gleizes et al, 1997). LTBP intacta, puede enmascarar residuos de manosa-6fosfato en

LAP, previniendo que la forma latente de TGF-p se enlace al receptor manosa-6fosfato/IGF-II.

Además, el complejo latente, es menos susceptible a la activación por plasmina (la proteasa

probablemente involucrada en los dos cortes proteolíticos) cuando se asocia con LTBP. Por lo

tanto, a pesar de que no es necesaria en la latencia, LTBP puede prevenir que el complejo latente

forme interacciones inadecuadas con componentes de la ruta de activacióntivación de

TGF-p (Gleizes et al, 1997). Por lo anterior, a pesar de que la mayoría de los estudios de la

regulación de TGF-p están enfocados en la transcripción y traducción, la latencia parece ser un paso

crítico en el control de la actividad de TGF-p, así un incremento en la expresión de TGF-p no

siempre se correlaciona con un incremento en los niveles de TGF-p activo

(Theodorescu et al, 1991).

Es comúnmente reportado que el TGF-p es producido por varios tipos celulares particularmente

plaquetas, macrófagos activados, fibroblastos, células endoteliales (Touhami et al, 1997;

Jacobsen et al, 1996)y recientementese identificó en el medio condicionado de células CD34+ de

médula ósea la expresión constitutiva de varios factores de crecimiento, quimiocinas y citocinas

entre ellas el TGF-p 1 (Janowska et al, 2001).

La familia de receptores para TGF-pl se divide en dos subfamilias: receptores de tipo 1y receptores

de tipo II con un alto nivel de similitud a nivel de secuencia, particularmente en el dominio cinasa

(Massague 1998). Ambos son glicoproteínas de aproximadamente 55 y 70 KDa (receptor tipo 1 y

tipo 11 respectivamente) (Dijke et al, 1993; Cheifetz et al, 1988) con dominio cinasa de

serinaltreonina (Matthews & Vale 1991) sin embargo, mientras que el receptor de tipo 1fosforila su

sustrato (las proteínas Smad) en residuos de serina, el receptor de tipo II se autofosforila y fosforila

al receptor de tipo 1 en residuos de serina y treonina pero no tirosina (Lin et al, 1992;

Souchelnytskyi et al, 1996), la autofosforilación del receptor de tipo 11en tirosina se ha observado

in vitro pero no in vivo (Lawler et al, 1997). Otra particularidad del receptor tipo 1 es una región

altamente conservada de 30 aminoácidos proxima al dominio cinasa, llamada región dominio GS

debido a que es rica en residuos de glicina y serina (Wrana et al, 1994).
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En términos generales, cuando el ligando se une al receptor de tipo n, crea una combinación

ligando-receptor con una alta afinidad por el receptor de tipo 1.Se forma un complejo tetramérico

en el que el receptor de tipo 11fosforilaal receptor de tipo 1en sitios específicos de serina y treonina

(próximos al dominio OS), formando el complejo activo y en consecuencia el receptor de tipo 1

fosforila a un miembro de la familia citosólica de los proteínas Smad transduciendo una señal

(Dijke & Hill2004).

Las proteínas Smadse engloban dentro de tres categorías funcionales: Smads activadas por receptor

(R-Smads), la Smad común (Smad 4) y las Smads inhibidoras (I-Smads) (Heldin et al, ]997).

Las R-Smads (Smad 2 y Smad 3, como mediadores de la señalización de TOF/activina; Smad ] y

Smad 5 que activan la señalización por BMP, un miembro de la familia de TOF) son fosforiladas

por el receptor de tipo 1 activado por el ligando, formando un heterodímero con Smad 4 que es

traslocado al núcleo, interactuandodirectamentecon secuencias específicas del DNA así como con

factores de transcripción, coactivadores y correpresores para regular la transcripción de genes

blanco de manera dosis dependienetey ligando específico. Las I-Smads(Smad 6 y Smad 7) actúan

como inhibidores de la transdución de señales al interactúar con el receptor de tipo 1,inhibiendo la

fosforilación de las R-Smad, reclutando a la ligasa E3-ubiquitina degradando al receptor l activado

o directamente al inactivar al receptor. De manera alternativa, las I-Smads pueden competir con

Smad 4 en el anlace a las R-Smads previniendo la formación de los complejos R-Smads/Smad 4

(Heldin et al, 1997; Hata et al, 1998).

Por otro lado, algunas otras proteínas se unen a los dímeros de Smad intluenciando su capacidad de

actuar en la transcripción. Así por ejemplo, el acceso de la Smad 1 al receptor es facilitada por

proteínas auxiliares como SARA (Anclaje de Smad para la Activación de Receptor), mientras que

complejos de Smad 7 y Smurf 1 (factor regulador de la uniquitinación de la Smad) o Smurf 2

median la terminación de la señalizaciónal promover poliubiquitinacióny degradación del receptor

activado (Figura 2) (Dijke & Hill2004).

El TGF-¡3 es una molécula pleiotrópica que puede ejercer efectos tanto positivos como negativos en

proliferación, diferenciación o muerte celular, dependiendo del estadio de desarrollo de la célula

blanco, si se trata de ambiente in vivo o del medio condicionado utilizado como fuente de citocinas

para estudios in vitro (Fortunel et al, 2000). De manera general el TGF-¡3 está involucrado en el

desarrollo de tumores, en la quimiotáxis de neutrófilos y macrófagos en lesiones cutáneas, en la

regulación de apoptosis, en la síntesis de proteínas de matriz extracelular, en inmunosupresióny en
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diversos estímulos positivos y negativos en una amplia variedad de tipos celulares (Tabla 1)

(Flanders el al, 2003; Ruscetti el al, 1998;Grzegorzewskiel al, 1994).

Es conocido que de entre los principales efectos biológicos mediados por el TGF-p se encuentra la

inducción de diferenciación sobre células leucémicas y precursores de macrófagos humanos

(Kamijo el al, 1990;Drexler el al, 1998;Ruscetti el al, 1998).Así por ejemplo se sabe que induce

diferenciación hacia el linaje macrofágico en células de leucémia monocítica U937 y THP-l Yde

leucemia mieloblastica ML-l (Kamijo el al, 1990), mientras que parece tener poco efecto

diferenciador sobre las células de leucemia promielocitica HL-60 (De Benedetti el al, 1990); es

capaz de promover la maduración de células promonocíticas hacia macrófagos

(Bombara & Ignotz 1992) e induce marcadores de diferenciación específicos de linaje

monocíto/macrófago en células de hígado fetal (Turley el al, 1996).

El papel del TGF-p como regulador negativo de la hematopoyesis se ha estudiado in vivo

utilizando diferentes modelos en ratón (Kim & Letterio 2003; Fortunel el al, 2000) mientras que

in vilro se ha estudiado extensivamentepor medio de ensayos de colonias en medios semisólidos,

sistemas de cultivo basados en estroma y cultivos líquidos de una sola célula tanto en sistemas

humanos como de ratón (Fortunel el al, 2000). Es comúnmenteaceptado que es de los principales

reguladores de la quiescencia de células stem y progenitoras actuando directamente al regular

negativamente la expresión de receptores de citocinas mitogénicaspreviniendo así la responsividad

de las células a las señales de crecimiento (Fotunel el al, 2003) o bien, indirectamente a través del

microambiente de la médula ósea. (Ruscetti & Bartelmez 2001).

El TGF-p actúa como un fuerte inhibidor de la proliferación de células progenitoras

(Pascal el al, 1996),mientras que en células con cierto compromiso de diferenciación la inhibición

puede ser menos evidente, debido a la presencia de células poco responsivas al factor

(Keller el al, 1990). Es conocido que protege a células stem y progenitoras hematopoyéticas de

tratamientos con altas dosis de 5-FU, de este modo ejerce un control negativo sobre el ciclo celular

de células primitivas hematopoyéticas de ratón in vivo sin inducir muerte celular

(Grzegorzewski el al, 1994). Se ha demostrado su capacidad para inhibir la formación de colonias

por parte de progenitores multipotenciales humanos (CFU-Mix) y de ratón en medio semisólido

(Jacobsen el al, 1991) mientras que ITena la proliferación de células primitivas 320 de ratón

(Cheng el al, 2001; Bang el al, 1996; Birchenall-Roberts el al, 1991).
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CCL3/MIP-la.

El ligando CCL3 inicialmente descrito como "factor inhibidor de células tallo de ratón" y

posteriormente"proteínainflamatoriade macrófagos1 alfa" (MIP-la.)(parkinsonet al, 1993;

Menten et al, 2002), es una proteína enlazada a heparina de aproximadamente 6-8 kDa, miembro de

la familia de las quimiocinas.

Las quimiocinas son moléculas estructuralmente relacionadas y definidas por la presencia de

residuos de cisteína en la región N-terminal. Una subfamilia mayor comprende a las llamadas CXC

quimiocinas debido a que dos cisteínas próximas al amino terminal están separadas por un solo

aminoácido mientras que la otra gran subfamilia, llamada CC presenta dos residuos de cisteína

adyacentes. Una excepción la constituyenlos ligandosXCLlllinfotactina y CX3CLl/ffactalcina, los

cuales pertenecen a los grupos denominadosC y CX3C respectivamente (Barrett & Rollins 1997;

Oppenheim et al, 1991; Wolpe & Cerami 1989). Se han identificado varios receptores para las CC

quimiocinas denominadosCCRl a CCRI0 (Gao et al, 1993),de los cuales CCL3/MIP-Ia. se une a

dos de ellos (CCRl y CCR5) (Broxmeyer & Kim 1999).De manera adicional, se han identificado

diversas proteínas en humano con un alto grado de homología estructural y funcional a

CCL3/MIP-l a. de ratón (Driscoll 1994;Graham et al, 1990).

En principio se le identificó como un factor secretado por macrófagosestimulados con endotoxinas,

posteriormente se estableció que es producido por una amplia variedad de tipos celulares

incluyendo neutrófilos, fibroblastos, células endoteliales y epiteliales (Cashman et al, 1998). En

particular es secretado en el microambiente de la médula ósea en respuesta a diversos estímulos

incluyendo IL-lj3 y TNF-a. (Taichman et al, 2000), en este sentido recientemente se le identificó de

manera constitutiva en el medio condicionado de células CD34+ de médula ósea humana

(Majka et al, 2001) .

Las actividades y especificidades de las quimiocinas residen en el receptor al cual se unen. Estos

receptores son una subfamilia de receptores enlazados a proteínas G caracterizados por siete

dominios transmembranales con el extremo amino terminal extracelulary carboxilo citoplasmático.

En este contexto, tres loops extracelulares y tres intracelulares están conectados para formar la

unión con el ligando y proveer un entramado para la unión de proteínas G heterotrímeras 10cual

conduce a múltiples funciones biológicas (Tae et al, 1998). La unión al receptor involucra una

interacción de alta afinidad tras 10cual los eventos de la tranducción de señales son iniciados por el

complejo de proteínas G (Maurer & von Stebut 2004).
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Cuando un GPCRs (receptor acoplado a proteínas G) es activado por agonistas, heterotrímeros de

proteínas G llevan a cabo su propia activación. En estado de reposo, la subunidad Ga es una forma

enlazada a GDP altamente asociada a Gpy. Después de la activación del receptor, Ga se asocia a

GTP disociándose en consecuencia de Gpy. De esta manera Ga activada y GPy en forma libre

promueven diferentes rutas de señalización (Neer 1994). Ga induce la ruta de activación de PI3K

(cinasa 3 de fosfoinositol) mientras que la subunidad GPy activa a la fosfolipasa C e induce flujo de

ci+ resultando en la activación de la isoforma C de proteína cinasa. Se ha mostrado también que

MAP cinasas así como señalización vía JAK/ST AT están involucradas. Sin embargo y no obstante

los amplios reportes acerca de las cascadas de señalización asociadas a receptores acoplados a

proteínas G (Figura 2), los eventos downstream exactos inducidos por CCL3/MIP-la necesitan ser

mejor caracterizados (Maurer & von Stebut 2004).

Los efectos biológicos mediadospor CCL3/MIP-1a así como los tipos celulares sobre los que actúa

son diversos (Tabla 1). Es una molécula por definición quimiotáctica y activadora de monocitos,

macrófagos y células T (Liesveld et al, 2000), es un importante mediador de la respuesta

inflamatoria (Schall 1994) e inhibe la proliferación de células stem hematopoyéticas de ratón y

humano(Sianetal, 1999).

Se ha demostrado que actúa sobre las células stem de ratón inhibiendo su entrada a la fase S del

ciclo celular suprimiendo así la síntesis de DNA y subsecuentemente la proliferación

(Clements et al, 1992). Suprime la formación de colonias de CFU-GEMM, CFU-GM, CFU-E y

CFC inducidas por GM-CSF y SCF (Broxmeyer et al, 2001; Cook 1996; Pascal et al, 1996),

mientras que algunos estudios muestran que abate la formación de CFU-A (células formadoras de

colonias en agar) y HPP-CFC (células formadoras de colonias de alto potencial proliferativo)

(Broxmeyer et al, 1993; Eaves et al, 1993a). Existen reportes que señalan que el efecto de ésta

quimiocina sobre las células stem y progenitoras es resultado de la interacción directa entre

CCL3/MIP- 1a y la célula blanco (Keller et al, 1994; Lu et al, 1993), sin embargo considerando la

complejidad dentro del microambiente de la médula ósea, se ha discutido si la acción de

CCL3/MIP-l a sobre células stem ocurre de manera indirecta, es decir, a través de las células que

constituyen el estroma de la médula ósea (Eaves et al, 1993b). Por otro lado, algunos estudios

sugieren que al suprimir la proliferación de las células stem mas primitivas las mantiene en

condiciones que promueven su diferenciación (Verfaillie & Miller 1995;Verfaillie et al, 1994).
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Como en el caso de las citocinas típicamente inhibidoras de la hematopoyesis, también se han

reportado efectos duales para CCL3/MIP-la, dependiendo de la citocina empleada como estímulo

para la formación de colonias in vitro (Keller et al, 1994) y de la procedencia de la célula

progenitora, así por ejemplo la formaciónde CFC-GM por parte de células CD34+ de médula ósea

es suprimida eficientemente, mientras que células CD34+ de cordón umbilical son estimuladas

positivamenteenel mismorangode concentración(Wynteretal, 1998).

De esta manera, la capacidad de CCL3/MIP-1 a para inhibir la proliferación de células progenitoras

es variable, particularmente in vivo actúa como un potente supresor hematopoyetico

(Dunlop et al, 1992; Maze et al, 1992; Graham et al, 1990) mientras que in vitro, su capacidad

como inhibidor es moderada (Lu et al, 1993; Broxmeyer et al, 1993) e incluso puede estimular la

proliferación de progenitores mas comprometidos (Broxmeyer et al, 1990), actuando en sinergia

con diversos factores de crecimiento para promover la proliferación de células progenitoras

(Lord et al, 1993)y la formaciónde colonias en el caso de subpoblacionesde CFU-GM estimuladas

con M-CSF o GM-CSF (Broxmeyeret al, 1990).

Finalmente, mientras que es capaz de suprimir la proliferación de células progenitoras normales,

parece no afectar la proliferación de células leucémicas, esto es particularmente interesante in vivo

donde CCL3/MIP-1a protege únicamente a células stem normales contra el efecto de agentes

citotóxicos (Lord et al, 1993).
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Interferón alfa.

El interferón es un grupo heterogéneo de citocinas distinguibles unas de otras por diferencias

inmunoquímicas y funcionales, además de ser codificadas por genes distintos

(Bharat & Jordan 1992). Inicialmente clasificadas en función de su especificidad antigénica se

reconocían tres categorías: alfa, beta y gamma que corresponden a la denominación previa de

interferones de leucocitos, fibroblastose inmunes (Díaz el al, 1993). Posteriormente se dividieron

en dos grupos en función de su enlace a receptores comunes. Así, los IFN tipo l se enlazan al

receptor tipo I e incluyen al interferón-alfa, interferón-beta, interferón-deIta e interferón-kappa

(IFN-a, IFN-j3, IFN-o e IFN-K)(Chawla-Sarkar el al, 2003) y recientemente se ha incluido al

ligando limitina o interferón-zeta(IFN-c;)como miembro de los lFN tipo 1,debido a su homología

en secuencia con IFN-a e IFN-j3y a su capacidad para unirse a los receptores de IFN, ademas de

tener actividad antiviral, inmunomoduladoray antitumoral (Oritani & Kanakura 2005). Por otro

lado, el IFN-gamma (IFN-y) es el único representante del grupo de IFN tipo Il debido a que se

enlaza a un tipo distinto de receptor (Pfefferel al, 1998;Haque & Williams 1998).

Mientras que el interferón del tipo 11es sintetizado únicamente por células T y NK después de

estímulos inmunológicos como por ejemplo, antígenos específicos de células T, enterotoxinas y

estafilococos (Pestka 1997), prácticamente todos los tipos celulares sintetizan interferón de tipo 1,

siendo los leucocitos y fibroblastos las células típicamente productoras después de la exposición a

virus, polipéptidosy citocinas (Sreevalsan 1995).No obstante, se ha podido identificar la expresión

constitutiva de mRNA para IFN-a en células CD34+ humanas (Majka el al, 2001).

Se han reconocido trece genes funcionales que codifican para el IFN-a denominados como IFN-a 1,

IFN-a2... IFN-aI3, donde algunos de estos genes tienen a su vez variantes alélicas que en el caso

de IFN-al se designan como IFN-ala e IFN-alb. Estas variantes difieren unas de otras por el

cambio de una base en la región codificante, conduciendo así a un cambio puntual en la secuencia

de aminoácidos y la presencia de sitios de restricción (Hussain el al, 2000).

El IFN-a interactúa con el receptor tipo 1el cual esta compuestode dos cadenas que dimerizan tras

la unión del ligando. Después de la dimerización dos cinasas intracitoplasmáticas asociadas al

receptor (JAK-l y Tyk-2) son activadas conduciendo a la fosforilación del receptor y a proteínas

STAT (Transductor de Señal y Activador de la Transcription) en residuos de tirosina. Las STAT

son una familia de factores de transcripción latentes involucrados en la transducción de señales de

citocinas, hormonas y factores de crecimiento, las cuales median un amplio espectro de procesos
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biológicos incluyendo proliferación, diferenciación, apoptosis, desarrollo fetal, inflamación y

respuesta inmune (Ihle 1996; Imada& Leonard2000; Takeda & Akira 2000).

Una vez activados los sitios fosforilados de tirosina del receptor, participan elementos de anclaje de

homología Src (SH2) y proteínas conteniendo dominios de enlace a fosfotirosil presentes en la

membrana o en compartimentos citoplasmáticos. Las STAT unidas al receptor son fosforiladas en

tirosina cerca de la región carboxilo terminal, siendo ésta modificación quien libera a la STAT de la

región citoplasmática para formar horno o heterodimeros por medio de interacciones recíprocas

entre la tirosina fosforilada de una STAT y el dominio SH2 de otra STAT. Después de la

dimerización, las STAT se translocan al núcleo interaccionando con elementos reguladores

específicos para inducir la transcripción de un gen blanco (Caraglia el al, 2004). La activación del

receptor de IFN de manera típica conduce a la fosforilación y activación de las STATI y STAT2,

las cuales forman un heterodímero asociado a p48, un factor regulador del interferón (IRF),

resultando en la formación de un complejo ISGF3 el cual, al traslocarse al núcleo inicia la

transcripción de elementos de respuesta estimulados por IFN (ISRE) (Figura 2). De esta manera el

interferón a través de la interacción de ISGF3 con ISRE regula a nivel transcripcional una amplia

variedad de genes (Damell el al, 1994).

Aunque inicialmente se consideraba al IFN-a. como una molécula con actividad exclusivamente

antiviral, con el tiempo se reconoció que su capacidad para interferir con la replicación vírica era

solo uno de múltiples efectos biológicos (Tabla 1) (Tilg 1997). Así, se ha mostrado que inhibe el

desarrollo de tumores y modula algunas facetas del sistema inmune (Gresser 1997), es un

importante regulador del crecimiento y diferenciación, afecta la comunicación celular y la

transducción de señales, interviene en la progresión de enfermedades de tipo viral, angiogénicas,

alérgicas y de origen inflamatorio(Tilg & Peschel 1996).

El IFN-a. en un reconocido inhibidor de la proliferación e inductor de diferenciación en células

hematopoyéticasnormales y tumorales (Platanias & Fish 1999; Watanabe el al, 1996;

Meager 1991). Es conocido que induce diferenciación hacia megacariocitos en células de leucemia

megacariobástica aguda (AmegL) (Hassan el al, 1995) e incrementa la expresión de marcadores de

diferenciación en células de leucemia humana HL-60 (Watanabe el al, 1996).

Debido a su condición pleiotrópica sobre una gran cantidades de células normales y malignas,

aunado a la potente acción antiviral y de estímulo en la respuesta inmune humoral y celular

(Matsui el al, 2003; Lau el al, 1996),el IFN-a.es empleado en protocolos clínicos de hepatitis B y
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hepatitis C, infecciones por virus del papiloma humano, virus de inmunodeficiencia humana,

enfermedades del tracto gastrointestinal y diversos tipos de cáncer entre ellos, leucemia mieloide

crónica (CML), mieloma múltiple y linfoma (Corssmit et al, 2000; Gresser 1997; Tilg 1997;

Imanishi 1994).

En hematología, la efectividad clínica del IFN-a se ha comprobado empíricamente desde 1965,

principalmente en síndromes proliferativos del tipo linfoide y mieloide como son la leucemia

linfocítica crónica (CLL) y CML, mieloma múltiple, linfoma folicular entre otros

(Lacotte-Thierry & Guilhot 2002; Kirkwood2002; Harousseau 1997). Siendo la acción antitumoral

resultado fundamental de su capacidad para suprimir la proliferación celular, vía la acción

antagónica sobre factores de crecimientohematopoyético(Billard 1993;Lauta 1995). Sin embargo,

en la última década el impacto terapéutico del IFN-a es cada vez mas controversial debido a la

frecuencia de efectos adversos a largo plazo, a la ocurrencia de células leucémicas resistentes a la

terapia (Yamauchi et al, 2001) Yla incidencia de toxicidad asociada a la terapia con IFN a nivel

hepático, hematológico y neurosiquiatrico; trastornos que impactan negativamente la calidad de

vida del paciente y su capacidad para responder favorablemente al tratamiento

(Jonasch & Haluska 2001).

Así, el IFN-a ha conservado su estatus de efectividad terapéutica únicamente en casos de

adquisición de remisión citogenéticade CML y en linfomasdel tipo folicular no-Hodgkin. Respecto

a otras hemopatías, la pertinencia de su uso como agente terapéutico permanece a debate

(Lacotte-Thierry& Guilhot 2002).
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Tabla 1.Efectos biológicos del TNF-a, TGF-pl, CCL3/MIP-la e IFN-a.

Tomado y modificado de Haitham el al, 2000: Chin el al, 2004; Menten el al, 2002; Chawla-Sarkar 2003
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TNF-a TGF-pl CCL3/MIP-la IFN-a

Hematopoyesis Suprime la proliferación de células Abate la proliferación de precursores Suprime la proliferación de células Abate la formación de colonias por
precursorashumanas. mieloides in vivo. progenitoras in vivo. parte de célulasstem.
Actúa comoradio y quimioprotector. La administración intrafemoral abate Actúa como quimioprotector en Inhibe la expresión de citocinas en
Potencia el crecimiento de células la proliferación de células de médula células progenitoras. célulasprogenitoras.
progenitoras humanas y de ratón, ósea. Induce proliferación en Antagoniza la acción de factores de
estimuladas conIL-3 o GM-CSF. Actúa como quimioprotector en subpoblaciones de CFU-GM y crecimientohematopoyético.

células progenitoras. maduración de células .

Antitumoral Esta implicado en la regresión de Suprime el crecimiento de células Efectivo mieloprotector in vivo Ampliamenteusado en tratamiento de
tumores en modelos animales. tumorales. después de tratamiento con cytarabina cáncer (sarcoma de Kaposi, CML,
Suprime in vivo el crecimiento de Algunos carcinomas y leucemias son (Ara-C), hydroxiurea (HU) y fluoracil melanoma,linfoma).
células tumorales. estimulados positivamente. (FU). Estimula la síntesis de antígenos de
En algunos casos induce proliferación Induce diferenciación en células de superficieasociadosa tumores.
de AML. leucémica monocítica y

mieloblastica.

Resorción Estimula la resorción de hueso por
de hueso acción directa en osteoblastos y

células osteoclásticas.
Suprime la síntesis de colágeno y
fosfatasa aIcalinaen osteoblastos.

Inmunidad Actúa contra infecciones bacterianas Suprime la proliferación de todas las Activador y agonista de células NK, Potente antiviral en células de ratón,
mediante la activación de neutrófilos, clases de linfocitos. granulocitosy basófilos. cerdo y bovino.
monocitos y eosinófilos. Promueve Inhibe secreción de IgG e IgM por Principal factor junto con MIP-lj3 y Terapéutico en infecciones por VPH
el crecimiento de células T, induce parte de linfocitosB. RANTES en la supresión de HlV en y VIH, enfermedades del tracto
receptores para IL-2 y síntesis de Suprime la liberaciónde citocinaspor asociación con linfocitosT CD4. gastrointestinal, alérgicas y de origen
IFN-y. parte de linfocitosT. inflamatorio.

Quimiotáxis Favorece la quimiotaxis de Potente agonista de basófilos, induce
fibrobastos, neutrófilos y macrófagos un rápido cambio en la concentración
en lesionescutáneas. de Ca2+citosólico.

Quimiotáctica y activadora de
granulocito-macrófagosy células NK
y linfocitosT.

Matriz Incrementa la síntesis y liberación de

extracelular matriz extracelular en muchos tejidos
y la síntesis de inhibidores de
proteasas.
Suprime la síntesis de enzimas
proteolíticas Quedegradan la matriz.
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Lacaseína.

La leche y los productos lácteos son componentes importantesde la dieta humana aún en la etapa

adulta e historicamente se le ha valorado por su aporte nutricional de aminoácidos

(Koletzko el al, 1998). La leche bovina, la mas fTecuentementeconsumida (Kon 1977), está

constituida por 3.6% de proteínas, 4.1% de grasas, 5.0% de carbohidratos, menos del 1% de

vitaminas y minerales y 86.6% de agua. De la fTacciónprotéica compuesta por a-Iactalbúmina,

j3-lactoglobulinay caseína, esta última es el principal componente con el 80% de la fTacción

(Walstra & Jenners 1984).

La caseína se encuentra incluida en forma de complejo salino, que al constituirse como partículas

esféricas de dimensión no uniforme se les da el nombre de micelas. Está compuesta por cuatro

clases de cadenas polipeptídicas designadas por: a-S1caseina, a-S2caseina, j3-caseínay K-caseína,

(Warner 1976; Hall 1971). La composición de la caseína varía de una especia a otra. En particular,

la caseína humana es mas rica en azufTe, cistina y glúcidos que la caseína de vaca, este hecho se

considera como una de las causas de la superioridad de la leche materna en la alimentación de los

recién nacidos (Warner 1976).

La caseína es insoluble en agua sin embargo, al ser diluida en un álcali a pH 6.6 origina ciertos

preparados solubles llamadoscaseinatos. El caseinato de sodio (CasNa)es producto de la disolución

de la caseína en una solución de hidróxido de sodio, seguido de evaporación hasta que la humedad

se reduce a un 4%; tras lo cual se obtiene un polvo blanco o incoloro, soluble en agua y sin sabor

(Walstra & Jenners 1984). La industria para la elaboración de productos lácteos ha desarrollado

varias preparaciones de caseína que se emplean en la alimentación. De entre ellas y debido a su alto

valor nutricional, el caseinato de sodio fTecuentementees usado como fuente de proteínas en

cereales y particularmente en productos dietéticos y en aquellos destinados para el consumo de

bebés y pacientes con diabetes (Walstra & Jenners 1984; Warner 1976).

A pesar de que no existen evidencias directas de la participación de la caseína o su sal el CasNa en

la hematopoyesis, desde hace algunos años se ha sugerido la intervención de las proteínas de la

leche en procesos hematopoyéticos. Así, ratones con una dieta privada de proteínas pero

suplementada con caseína, muestran recuperación de sus células hematopoyéticas

(Aschkenasy 1971), mientras que el consumo de caseína en ratones induce un aumento en los

niveles de eritropoyetinadeterminandoasí la restauración de la eritropoyesis(Okano el al, 1991).
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Por otro lado, ratas alimentadas con caseína reducen el desarrollo de tumores de colon inducido por

azoximetano, disminución que se ha sugerido involucra al sistema inmune (Tatsuta el al, 1992).

Asimismo, el caseinato de sodio y la caseína, son agentes quimiotácticos que favorecen la

migración de neutrófilos y posteriormente de macrófagos a la cavidad peritoneal de ratón

induciendo así una respuesta inflamatoria (Pasotti el al, 1993). Además, existen datos que

demuestran que el CasNa acelera la diferenciación de neutrófilos en banda a segmentados

(Santiagoel al, 1994).

Por otro lado, se ha reportado un incremento en la concentración de citocinas tipo factor

estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF) y granulocitos (GM-CSF) en el suero y fluido de

cavidad peritoneal de los ratones inyectados con CasNa, encontrándose además actividad formadora

de colonias (Lotem & Sachs 1985). Se sabe que bloquea la proliferación favoreciendo una pronta

diferenciación en células multipotenciales hematopoyéticas de ratón, superando la respuesta

conseguida con citocinas inductoras de diferenciación (Ramos el al, 2000). En este sentido,

recientemente se han dado evidencias de que el CasNa induce la producción del M-CSF en las

células 32D de ratón, el cual tiene la capacidad de inducir la formación de colonias de linaje

monocítico en cultivos de células mononucleadas extraídas de médula ósea de ratón

(Ramos, el al 2004). Adicionalmente, se ha demostrado que induce la expresión del gen de al

menos una citocina supresora de la hematopoyesis en el mismo modelo de células mieloides

(González 2002).



31

Línea celnlar 32D

La línea celular 32D dependiente de interleucina-3 (IL-3), fue originalmente establecida apartir de

un cultivo de médula ósea a largo plazo de ratones C3/HeJ, inyectados con un virus de leucemia

Friend de ratón. Éstas células liberan al medio cantidades detectables de transcriptasa reversa, pero

no virus que demuestren ser infectivos, además no inducen tumores cuando son inyectadas en

ratones sanos compatibles (Greenberger el al, 1983). Expresan receptores para factores de

crecimiento como por ejemplo IL-2 (Koyasu el al, 1996), IL-4 (Lowenthal el al, 1988), G-CSF

(Inoue el al, 1998), eritropoyetina (Tsao el al, 1988); aunque también expresa receptores para

quimiocinas como CXCL8/IL-8y CXCLlIGRO-a. (Sánchez el al, 1998)e incluso puede inducirse

la expresión del receptor para GM-CSF (Kreider el al, 1990) y en estas condiciones inducir su

diferenciación (Bigas el al, 1998).

Inicialmente se consideraba que sólo IL-3 podía favorecer la supervivencia y formación de colonias

de células 32D (Metcalf 1985) sin embargo, estudios posteriores revelaron que algunas de estas

células podían mantener cierta sobrevivencia y cIonogenicidad aún en ausencia de IL-3, siempre y

cuando estuviera presente en el medio G-CSF (Valtieri el al, 1987), asimismo, algunas de ellas son

capaces de responder a GM-CSF y eritropoyetina (Migliaccio el al, 1989). En este sentido, además

de proliferar en respuesta a factores de crecimiento, estas células conservan su capacidad para

diferenciarse a distintos tipos celulares tales como basófilos (Migliaccio el al, 1989), granulocito-

neutrófilos (Valtieri el al, 1987;Bigas 1998)y monocito-macrófagos(Kreider el al, 1990).

Por estas características, las células 32D han sido utilizadas como modelo de estudio de la

hematopoyesis normal (MiIler el al, 2004; Cheng el al, 2001; Russo el al, 1999;

Sanchez el al, 1998; Boosalis el al, 1997) siendo el cIon denominado 32D CI3 uno de los más

empleados para tal fin. Asimismo se le ha utilizado en estudios de los procesos de diferenciación

mieloide mediados por factores de crecimiento (Harris el al, 1998; Inoue el al, 1998;

Hu & Chien 1998; Xu el al, 1998).
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Planteamiento del problema.

Recientemente se mostró que el CasNa inhibe la proliferación de las células hematopoyeticas

muItipotenciales 320 de ratón favoreciendo su diferenciación hacia macrófagos

(Ramos et al, 2004), adicionalmente se demostró que incrementa la expresión de mRNA para

TNF-a. en éstas células (González 2002).

Por otra parte se han dado evidencias de que la producción de citocinas y quimiocinas inhibidoras

de la hematopoyésis no está restringida a células maduras sino por el contrario, células primitivas

son susceptibles de sintetizar estos factores (Janowska et al, 2001; Majka et al, 2001). De esta

manera, a pesar de que existen indicios de la producción de supresores hematopoyéticos por parte

del CasNa, se desconoce que factores están siendo secretados y si tienen participación en el

mecanismo de acción del CasNa sobre células mieloides.

Por ello el presente trabajo tiene como finalidad definir si el mecanismosupresor de la proliferación

e inductor de diferenciación celular promovido por el CasNa, es vía la liberación de citocinas y/o

quimiocinas inhibidoras de la hematopoyesis.
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Justificación.

En el campo de la oncología existe un innegable interés por la exploración de nuevas alternativas

terapéuticas menos agresivaspara el paciente, pero con un gradode efectividad similar o superior a

la quimio o radioterapia. Entre las moléculasque han demostradocierto potencial como reguladores

hematopoyéticos se encuentran las caseinas sin embargo, la información disponible se refiere a

células hematopoyéticas maduras no así en células progenitoras.

El caseinato de sodio ha demostrado ser un supresor de la proliferación celular y un efectivo

inductor de diferenciación por encima de moléculas clásicas como el M-CSF, siendo por tanto un

candidato muy interesante para estudios no solo a nivel de células hematopoyéticas normales sino

también en el contexto de enfermedadesoncológicas e infecciosas.

Las características de diferenciación inducidas por el CasNa así como la posible participación de

citocinas reguladoras de procesos inmuno-hematológicos, obligan a un análisis mas profundo de los

mecanismos de acción del CasNa en la hematopoyesis. Una vez esclarecido su marco de acción será

factible investigar su uso terapéutico así como sus implicaciones en la salud.
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Hipótesis.

Se ha mostrado que el CasNa inhibe la proliferación favoreciendo la diferenciación en las células

mieloides multipotenciales 32D de ratón. Por otro lado, se ha evidenciado que células

hematopoyéticasprimitivas son susceptibles de sintetizar citocinas y quimiocinas inhibidoras de la

hematopoyésis. Por lo anterior, se espera que el caseinato de sodio (CasNa) induzca la producción

del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), Factor de Crecimiento Transformante beta l

(TGF-Pl), CCL3/MIP-Ia e Interferón alfa (IFN-a), en las células 32D siendo estos factores los

responsables de la inhibición de la proliferacióne inducción de diferenciación.
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Objetivo.

Determinar si el TNF-a, TGF-j31,CCL3/MIP-la o IFN-a son los responsables de la inhibición de

la proliferación e inducción de la diferenciaciónde las células 32D tratadas con CasNa.

Objetivos particulares.

1. Evaluar el efecto del CasNa en la proliferación, viabilidad y diferenciación

de la línea celular 32D.

2. Detectar la expresión de mRNA de TNF-a, TGF-j31, CCL3/MIP-la e IFN-a en

las células 32D tratadas con CasNa.

3. Detectar la producción de TNF-a, CCL3/MIP-l a e IFN-a en

las células 32D estimuladas con CasNa.

4. Evaluar la participación de TNF-a, TGF-j31, CCL3/MIP-la e IFN-a en el abatimiento de la

proliferación celular de 32D.
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Metodología.

Líneas celulares.

Para este trabajo se empleó la línea celular hematopoyética multipotencial 32D el3 de ratón

dependiente de interleucina-3 (IL-3). Las células fueron cultivadas en medio de cultivo IMDM

(Iscove's Modified Dulbecco's Médium Gibco BRL, USA) suplementado con 10% de suero fetal

bovino (HyClon UTA USA), adicionando 0.5 nglmL de interleucina-3 recombinante de ratón

(rmIL-3), manteniéndosea una temperaturade 370C y 5% de C020

Citocinas recombinantes y anticuerpos.

Se utilizó interleucina-3 recombinante de ratón (rmIL-3), factor de necrosis tumoral alfa

recombinante de ratón (rmTNF-a), factor de crecimiento transformante beta l recombinante

humano (rhTGF-¡31), CCL3/MIP-la recombinante de ratón (rmCCL3/MIP-la), interferón alfa

recombinante de ratón (rmIFN-a), anticuerpo anti-factor de necrosis tumoral alfa de ratón

(anti-TNF-a), anticuerpo anti-CCL3/MIP-Ia de ratón, anticuerpo anti-interferón alfa de ratón

(antiIFN-a) (R&D Systems, USA), anticuerpo anti-fins (CSF-IR extracellular domian), su control

de isotipo (normal rabbit IgG) y anticuerpo secundario (goat anti-rabbit IgG (H+L)fluorescein

conjugate) (Upstate NY, USA), anticuerpoFITC-conjugateral anti-mouseLy6G and Ly6C (Gr-l) y

su control de isotipo (FITC-conjugate rat IgG2b,k) (BD Biosciences Pharmingen

San Diego CA,USA).

Para bloquear la señalización del factor de crecimiento transformante beta, se utilizó el inhibidor

SB431542 de la actividad cinasa del receptor de tipo 1 del TGF-¡3(TGF¡3RI),

4-[4(1,3-benzodixiol-5-yl)-5-(2-pyridinyl)-lH-imidazol-2-yl]benzamida(Tocris USA).
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Objetivo 1.

Evaluación de la proliferación.

El CasNa (Difco Laboratories, Detroit, Michigan USA) se solubilizó en PBS

(solución estabilizadora de fosfatos)y esterilizó por autoclave.Preparando una concentración stock

de IOOmglmL,realizándose diluciones en PBS para llegar a las concentraciones de cultivo

deseadas.

La proliferación de las células 32D con y sin tratamiento de CasNa se determinó mediante la técnica

de incorporación del nucleótido timidina marcado con tritio [P-3H]dTTP al DNA en síntesis en las

células en cultivo. La técnica permite cuantificar la síntesis de DNA utilizando la emisión de

partículas beta por parte del nucleótido marcado, así, dado que la timidina se incorpora cuando

ocurre la síntesis de DNA es posible estimar la cantidad de éste que se está sintetizando y en

consecuencia, la proliferación celular.

Brevemente las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (Coming NY, USA) a una densidad

inicial de 2xI 04células/mL en las condiciones antes señaladas; adicionándose al inicio del cultivo el

CasNa y PBS como control del vehículo manteniéndose en condiciones de cultivo por 56 horas,

momento en que se adicionó 1J.lCide [P-3H]dTTP/mL timidina. Terminado el tiempo de cultivo

(72 horas) se colocó la placa a -70°C por 24 horas, posteriormente se efectuaron dos rondas

sucesivas de descongelación y congelación con el fin de liberar los núcleos y despegar la población

adherente. Finalmente se cosechó, lavó y colocó las células en viales con 2 mL de líquido de

centelleo (Beckman, USA), cuantificando la emisión de luz como cuentas por minuto (CPM) en un

contador de emisión beta (Beckman Ls6500).

Evaluación de viabilidad.

Se determinó la viabilidad celular por la técnica de exclusión al azul tripano (Sigma, USA), como

se describe previamente (Miller et al, 2004), se utilizó una proporción 1:1de colorante y de muestra

celular presentándose como porcentaje de células vivas (no teñidas con el colorante) en

evaluaciones por conteo directo en hemocitómetro.
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Diferenciación celular.

Diferenciación morfológica:

La diferenciación morfológica se evalúo después de realizar un ftotis sobre un portaobjetos.

Brevemente, el ftotis se dejó secar por 5 minutos y posterior a su fijación con metanol se tiñó por

5 minutos con el colorante Giemsa (Sigma Co. USA).

Los criterios para determinar el estadio de diferenciación de las células 32D teñidas fue el siguiente

(Diggs 1971; Cartwrigth 1973; McDonald etal, 1998):

1. Células inmaduras:

Blasto: células redondas o con algunas prolongaciones, núcleo redondo o ligeramente oval,

citoplasma no granuloso y de color azulado. Relación núcleo citoplasma alta, casi todo el

espacio es ocupado por el núcleo.

Promielocito/mielocito: aparición de granulos (oscuros o rojizos), relación núcleo citoplasma

menor al blasto con inicio de aplastamientodel núcleo (puede ser oval).

Metamielocito: núcleo hendido (arriñonado), granulos rojizos. Relación núcleo citoplasma

menor al promielocito/mielocito.

2. Células maduras

. Linaje granulocito neutrófilo:

Banda: núcleo en forma de banda no segmentado. Presencia de gránulos y relación núcleo

citoplasma pequeña.

Neutrófilo polimorfonuclear: núcleo separado en lóbulos. Presencia de gránulos.

. Linaje monocito-macrófago:

Monocito: núcleo generalmenete redondo o reniforme, puede presentar circunvoluciones

(aspecto de cerebro). El citoplasma puede ser gris-azulado mas claro que blastos y

granulocitos y presentar pseudopodosy/o vaculolas digestivas. Relación núcleo citoplasma

menor (presenta gran cantidad de citoplasma).
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Citometría de flujo:

Se determinó la diferenciación por la expresión de antígenos de superficie mediante citometría de

flujo. Brevemente, una vez concluido el tiempo de cultivo se cosecharon las células de cada

tratamiento, el botón fue lavado y las células incubadas 30 minutos con la dilución de cada

anticuerpo y posteriormente lavadas 2 veces. La cuantificación fue realizada en un citómetro de

flujo (FACSCalibur). Para los lavados, diluir los anticuerpos y resuspender las células para su

lectura se empleó PBS-SFBal 2%. Se evaluaron 10000eventos y se emplearon controles de isotipo,

IgO normal de conejo e Ig02b de rata conjugado a fluoresceínaFITC.

Anticuerpo anti-Fms (CSF-l) dominio extracelular (antisuero de conejo). Este anticuerpo reconoce

al receptor de M-CSF (CDI15) presente en macrófagos y monocitos (Sunderkotter el al, 2004), se

empleó IgO de conejo como control de isotipo y un anticuerpo secundario (IgO de cabra anti-conejo

conjugado a fluoresceína FITC).

Anticuerpo conjugado a FITC, Ly-60 y Ly-6C (Or-l) (antisuero de rata). Este anticuerpo reconoce

a un dominio de Ly-60 expresado en granulocitos (Hestal el al, 1991; Tepper el al, 1992). A pesar

de que no se ha asignado CD (cluster of differentiation) la expresión de Ly-60 está directamente

correlacionada con la diferenciación granulocítica (Tepper el al, 1992; Metcalf el al, 1997). Se

empleó Ig02b,k de rata conjugado a fluoresceína FITC como control de isotipo.
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Objetivo2.

Expresión de genes de las citocinas inducidas por el CasNa.

La expresión de mRNA para las citocinas y quimiocinas inducidas por el CasNa se determinó

mediante el ensayo de transcripción reversa acoplada de la reacción en cadena de la polimerasa

(RT-PCR).

Brevemente, mediante la técnica de extracción de RNA por Trizol (Invitrogen), se extrajo el RNA

total a partir de 1.5 a 2xl06 células cultivadas en presencia y ausencia de CasNa, éstas células se

cosecharon y lavaron con 10 mL de PBS repitiéndose el lavado con 1 mL. Posteriormente las

células fueron lisadas con 1 mL de Trizol (solución monofásica de fenol e isotiocianato de

guanidina que mantiene la integridad del RNA mientras las células se lisan y los componentes

celulares se disuelven) conservandoellisado a -700C hasta su extracción.

Para la extracción de RNA se emplearon 0.2 mL de cloroformo (la adición de cloroformo separa el

lisado en una fase acuosa que contiene RNA y una fase orgánica con DNA y proteínas) separándose

la fase acuosa (con RNA) a otro tubo eppendorf. Se precipitó con 0.5 mL de isopropanol,

eliminándose el sobrenadante y lavando el RNA con 1 mL de etanol al 75% en agua desionizada

tratada con dietilpirocarbonato (agua DEPC). El botón de RNA extraído, se resuspendió en agua

DEPC (0.01%).

Para determinar cualitativamente la integridad del RNA extraído, se realizó una electroforesis en gel

de agarosa al 2% en amortiguador de TBE IX, adicionando 4 uL de bromuro de etidio (10 mglmL)

por cada 100 mL de agarosa. La electroforesis es un método de separación para proteínas, ácidos

nucleicos de acuerdo a su carga eléctrica, peso molecular, tamaño y forma, una vez que migran bajo

la acción de un campo eléctrico. 4 uL del stock de RNA frío en 4 uL de amortiguador de carga para

RNA, se colocaron en cada pozo del gel realizando el corrimiento electroforético a 70 volts,

visualizándose el producto con un transiluminador de luz ultravioleta (UV) (FotoDyne)

distinguiéndose las bandas constitutivas de RNA ribosomal correspondiente a las bandas 18S y 28S,

las cuales son una medida indirecta de la integridad del mRNA.

Para evaluar la concentración de RNA total de la extracción, se realizó una dilución 1:250 de los

RNA's en agua desionizada y las diluciones fueron leídas en un espectrofotómetro

(Systems 9600 Perkin Elmer, New Yersey) de luz UVa una longitud de onda de 260 y 280 nm.
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El espectrofotómetro mide la cantidad de luz a una determinada longitud de onda que es trasmitida

por una muestra que contiene una o mas sustancias absorbentes.

El RNA para cada muestra fue retrotrascrito a DNA complementario (cDNA) por la técnica

universal de RT utilizando el kit Gene Amp RNA PCR (Perkin Elmer, USA). El proceso de RT

consiste en la fabricación de una cadena de DNA complementario a partir de una plantilla de

mRNA, mediante la enzima trascriptasa reversa. El volumen total de 10 uL de reacción se incubó

60 minutos a 42° C, posteriormente 10 minutos a 90° C y por último 5 minutos a 4° C utilizando un

termociclador (Systems 9600 Perkin Elmer, New Yersey).

El producto de la RT fue amplificado mediante una mezcla de reacción para PCR con los primer

sentido y antisentido para el control interno y primer sentido y antisentido para la citocina o

quimicina de prueba (Tabla 2). El volumen final de reacción conteniendo la muestra se incubó un

minuto y 45 segundos a 95° C, ligado a 35 ciclos de dos segmentos de 15 segundos a 95° C y 30

segundos a 60° C respectivamente,seguidosde 7 minutos a 72° C, ligadoa 4° C en el termociclador

(Systems 9600 Perkin Elmer, New Yersey), para inactivar la enzimay alinear los productos.

Tabla. 2. Secuencias de oligonucleótidos (primer) sentido y antisentido para la citocina o
quimiocina de prueba (TNF-a, TGF-~l, CCL3/MIP-la e IFN-a) y control interno (~-actina). Se
indica también el tamaño del producto en pares de base (pb).

En la electroforesis, se corrió el producto de PCR en un gel de agarosa como se menciona

anteriormente para el RNA. Visualizándose el gel en el transiluminador de UV y los resultados

fueron fotografiadosen cámaraCCD Foto/Analyst(FotoDyne).

Citocina. Primer. Referencia.
TNF-a Sentido TCTCATCAGTTC TATGGC CC Gross et al, 1998
221 pb Antisentido GGG AGT AGA CAA GGT ACA AC
TGF- 1 Sentido CGG GGC GAC CTG GGC ACC ATC CAT GAC Miller et al, 1999
406 pb Antisentido CTG CTC CAC CTI GGG CTT GCG ACC CAC
CCL3 Sentido ATG AAG GTC TCC ACC ACT GCC CTT GC Baker et al, 2003

200 pb Antisentido TIA GTC AGG AAA ATG ACA CCT GGC TGG G

IFN-a Sentido TGT CTG ATG CAG CAG GTG G Schiavoni et al, 2000

162 pb Antisentido AAG ACA GGG CTC TCC AGA C

-actina Sentido GGG TCA GAA GGA TTC CTA TG Johnsen et al, 1998
238 pb Antisentido GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG
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Objetivo3.

Ensayo de ELISA para detectar la presencia de TNF-a, TGF-p, CCL3/MIP-la o IFN-a.

ELISA para TNF-a

Se empleó el KIT KMC3012 de ELISA(Biosource,USA). Brevemente a una placa de 96 pozos

previamente tratada con anticuerpo de captura anti-TNF-a se adicionaron 100 uL/pozo de buffer

estándar, 100 uL/pozode citocina recombinanteen curva dosis respuesta comenzandoen 1.2 nglmL

de rmTNF-a y 50 uL/pozo de buffer estándar mas 50 uL de sobrenadantea probar. Posteriormente

se adicionaron 50 uL/pozo de anticuerpo biotin-conjugado incubando 90 minutos a temperatura

ambiente.

Concluido el tiempo de cultivo se lavó cuatro veces con 400 uL/pozo de solución de lavado,

retirando la humedad antes de adicionar 100 uL/pozo de estreptavidina-HRP, cubriendo e

incubando por 30 minutos. Transcurrido el tiempo de incubación se lavó cuatro veces, adicionando

100 ul/pozo de cromogeno tetrametilbencidina (TMB) incubando 25 minutos en oscuridad.

Finalmente se detuvo la reacción con 100uL/pozo de solución de paro y leyó la absorbancia a 450

nm en un lector de placas (Tecan).

ELISA para TGF-p

Se empleó el KIT KAC1688 de ELISA (Biosource, USA). Brevemente a una placa de 96 pozos

previamente tratada con anticuerpo de captura anti-TGF-p multiespecies se adicionaron 200

uL/pozo de buffer estándar, 200 uL/pozo de citocina recombinante en curva dosis respuesta

comenzando en 2 nglmL de rhTGF-p y 200 uL/pozo de sobrenadante a probar previamente extraído

(ver apéndice), se adicionaron 250 uL/pozo de buffer estándar y 50 uL/pozo de anticuerpo

biotin-conjugado incubando 3 horas a temperatura ambiente.

Concluido el tiempo de cultivo se lavó cuatro veces con 400 ul de solución de lavado retirándo la

humedad previo a la adición de 100uL/pozode estreptavidina-HRPpor 30 minutos. Porteriormente

se lavó cuatro veces, adicionando 100 uL/pozo de TMB, incubando 25 minutos en oscuridad.

Finalmente se detuvo la reacción con 100 uL/pozo de solución de paro y leyó la absorbancia a

450 nm en un lector de placas (Tecan).
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ELISA para CCL3/MIP-l a

Se empleó el KIT CMC2204 de ELISA (Biosource, USA). Brevemente a una placa de 96 pozos

tratada para alta adherencia (Coming Costar, USA) se adicionaron 100 uL/pozo de anticuerpo de

captura diluido en buffer de captura A incubando por 12 horas a 4°C. Posteriormente se removió el

exceso de humedad, adicionaron 300 uL/pozo de buffer de bloqueo incubando 2 horas a

temperatura ambiente. Finalizada la incubación se lavó 3 veces con 400 uL/pozo de solución de

lavado, removiendo el exceso de humedad hacia el último lavado para luego, adicionar un positivo

de quimiocina recombinante en curva dosis comenzando en 0.5 nglmL de rmCCL3/MIP-la. y

100 uL/pozo de anticuerpo de detección, incubando 2 horas a temperatura ambiente con agitación

continua.

Terminada la incubación se lavó 3 veces con 400 uL/pozo de solución de lavado, removiendo el

exceso de humedad antes de adicionar 100 uL/pozo de estreptavidina-HRP en dilución 1:3750,

incubando por 30 minutos a temperatura ambiente en agitación continua. Finalmente se lavó 4

veces con 400 uL/pozo de solución de lavado, removió el exceso de humedad y adicionó TMB,

incubando 30 minutos en agitación continua, por ultimo se detuvo la reacción con 100uL/pozo de

solución de paro y leyó la absorbanciaa 450 nm en un lector de placas (Tecan).

ELISA para IFN-a

Se empleó el KIT KMC4011 de ELISA (Biosource, USA). Brevemente a una placa de 96 pozos

previamente tratada con anticuerpo de captura anti-IFN-a.se adicionaron 100 uL/pozo de citocina

recombinante en curva dosis respuesta comenzando en 0.5 ng/mL de rmIFN-a. o 100 uL/pozo de

sobrenadante a probar, incubando por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se lavó una

vez con 400 uL/pozo de solución de lavado, para luego adicionar 100 uL/pozo de anticuerpo

biotin-conjugado dejando incubar por 24 horas a 24°C.

Concluido el tiempo de incubación se descartó el medio y lavó tres veces con 400 uL/pozo de

solución de lavado, retirando la humedad antes de adicionar 100 uL/pozo de estreptavidina-HRP,

cubriendo e incubando 1 hora a 24°C. Transcurrido el tiempo de incubación se lavó cuatro veces,

adicionando 100 uL/pozo de TMB incubando 15 minutos a 24°C y en oscuridad. Finalmente se

detuvo la reacción con 100uL/pozo de solución de paro y leyó la absorbanciaa 450 nm en un lector

de placas (Tecan).
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Objetivo 4.

Bloqueo de factores.

Para identificar la participación del factor secretado al medio condicionadopor estímulo de CasNa,

se efectuaron ensayos de bloqueo con anticuerpo neutralizante en cultivos de células 320

estimuladas con CasNa. Brevemente, se cultivaron células 320 a una densidad inicial de lx104

cel/mL en placas de 96 pozos. En todos los casos se consideraroncontroles positivos de citocina o

quimiocina recombinantey anticuerpomas citocina o quimiocina en dosis necesaria para bloquear

la actividad del recombinante incubados por una hora a 37° e de manera previa a la adición al

cultivo. Para bloquear la señalización del factor de crecimiento transformante beta, se utilizó el

compuesto SB431542, el cual al unirse al receptor 1del TGF-p suprime la actividad cinasa.

En todos los casos se evaluó la proliferación a 72 horas de cultivo por la técnica de incorporación de

del nuc1eótido timidina marcado con tritio [P-3H]dTTP descrita con anterioridad.

Oe manera adicional se evaluó en ensayosde bloqueo con anticuerpo neutralizanteo inhibidor de la

actividad cinasa en cultivos de células 320 estimuladas con CasNa, si existía modulación de la

expresión de los antígenos previamente evaluados por citomería de flujo como se describe

inicialmente.

Manejo de Datos.

A menos de que se indique otra cosa todos los experimentos se realizaron al menos tres veces de

manera independiente. Los ensayos de proliferación (incorporación de [p}H]-timidina) fueron

realizados por cuadriplicado y se presenta el promedio y desviación estándar. Para el ensayo de

ELISA, se analizó el medio condicionado de al menos tres ensayos independientes con dos

repeticiones por ensayo.

En aquellos donde se indica, se realizó una prueba de Levene para determinar que las varianzas

fuesen iguales y posteriormente un análisis de varianza (ANOYA) para la comparación múltiple de

medias, empleando la prueba de Ounnet cuando uno de los tratamientos se consideró el control

comparando cada una de las otras medias de los tratamientos contra él; o en su caso de Tukey

cuando se comparó todos los pares de medias entre si, en ambos casos P<O.05respecto al cultivo

con solo PBS como vehículo a menos de que se indique otra cosa.
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Resultados.

Objetivo 1. Evaluar el efecto del CasNa en la proliferación, viabilidad y diferenciación de la

línea celular 32D.

El CasNa bloquea la proliferación de las células 32D sin afectar la viabilidad celular

favoreciendo la diferenciación macrofágica.

Para confirmar que el caseinato de sodio regula negativamente la proliferación de la línea celular

32D de ratón, se cultivó en presencia de 0.5 nglmL de rmIL-3con o sin CasNa durante 72 horas. Se

encontró que desde 0.5 nglmL de CasNa se reduce significativamente la proliferación, siendo la

dosis de 2 mglmL la que abate la proliferación de manera cercana al nivel de 1 uM/mL de

l-~-D-arabinofuranosylcitosina (Ara-C) (Figura 3), la cual suprime la proliferación celular

bloqueando la síntesis de DNA (Besirli el al, 2003)

Para descartar la posibilidad de que la reducción de la proliferación inducida por CasNa, fuese

consecuencia de un efecto tóxico, se evaluó la viabilidad celular mediante la técnica de exclusión al

azul tripano. Los resultados indican que aún cuando 2 mglmL reducen contundentemente la

proliferación, se mantiene una viabilidad celular superior al 90%, mientras que la Ara-C muestra

una viabilidad del 85 % (Tabla 3).

Al evaluar la morfología después de la tinción con Giemsa se encontró que las células 32D en

presencia de CasNa se diferencían hacia el linaje monocito-macrófagohasta en un 84% (Figura 4 y

Tabla 4). Esta inducción de la diferenciación en presencia de CasNa fue confirmada con tinción

citoquímica específica para granulocitos y macrófagos por este mismo grupo de trabajo

(Ramos el al, 2004).
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Figura 3. Curva dosis-respuesta de la proliferación de las células 32D después de 72 horas de
cultivo en presencia de 0.5 ng/mL de rrnIL-3 y diferentes dosis de caseinato de sodio (CasNa)
usando como testigo de inhibición 1 uM/mL de l-f3-D-arabinofuranosylcitosina (Ara-C).
Evaluación por incorporación de eH]timidina al DNA. Los datos presentan el promedio y
desviación estándar, * la diferencia fue significativacon respecto a Ong/ml con una p <0.05 en la
prueba de Dunnet.

Tabla 3. Porcentaje de viabilidad de las células 32D después de 48 horas de cultivo en presencia de
0.5 ng/mL de rrnIL-3 Y. 2 mg/mL de caseinato de sodio (CasNa); 1 uM/mL de
l-f3-D-arabinofuranosylcitosina (Ara-C); 10 ng/mL de Factor de Necrosis Tumoral alfa
recombinante de ratón (rrnTNF-a); Factor de Crecimiento Transforrnante beta 1 recombinante
humano (rhTGF-f31); CCL3/MIP-la recombinante de ratón (rrnCCL3); Interferón alfa
recombinante de ratón (rrnIFN-a) o sólo vehículo (PBS). Evaluación por exclusión al azul tripano

Tratamiento Viabilidad (%)
PBS 98:1: 1.1

2 mg/mL CasNa 93:1: 9.3

1 uM/mL Ara-C 85 :1:11.8

10 ng/mL rrnTNF-a 98:1: 2.6

10 ng/mL rrnTGF-f31 98:1: 0.7

10 ng/rnL rrnCCL3 98:1: 3.1

10 ng/mL rrnIFN-a 99:1: 1.0
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Figura 4. Células 32D cultivadas en presencia de solo vehículo (32D +PBS), 2 mg/mL de
CasNa (32D +CasNa) o 2 mg/mL de CasNa mas 16 ug/mL de anticuerpo anti-TNF-a (32D
+CasNa +abTNF), 25 ug/mL de anti-CCL3/MIP-Ia (32D +CasNa +abCCL3), 3 ug/mL de
anti-IFN-a (32D +CasNa +abIFN) o 0.1 uM/mL de SB431542 (32D +CasNa + SB431542).
Evaluación por tinción con Giemsa.
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Tabla 4. Porcentaje de granulocitosy macrófagos obtenidos de células 320 cultivadas en ausencia y
presencia de 2 mg/mL de CasNa (320 +PBS y 320 +CasNa respectivamente) o CasNa mas
16 ug/mL de anticuerpo anti-TNF-a.(320 +CasNa +abTNF), 25 ug/mL de
anti-CCL3/MIP-Ia. (32D +CasNa +abCCL3), 3 ug/mL de anti-IFN-a.(320 +CasNa +abIFN) y
0.1 uM/mL de SB431542 (320 +CasNa + SB431542). Evaluación por tinción morfológica con
Giemsa, los datos presentan el promedio y desviación estándar, (*) la diferencia fue significativa
con respecto a 32D + CasNa con una p <0.05 en la prueba de Tukey.

Además de la morfología también se determinó la inducción a la expresión de antígenos específicos

del linaje monocito-macrófago y granulocito-neutrófilo mediante citometría de flujo, por lo que se

empleó el anticuerpo anti-fms que reconoce un dominio extracelular del receptor del M-CSF

(c-fms, COI15), presente en células del linaje macrofágico (Sunderkotter el al, 2004) y el

anticuerpo anti-Gr-l, el cual reconoce a un dominio de la proteína de membrana Ly-6G, la cual está

directamente correlacionada con la diferenciación granulocítica (Tepper el al, 1992;

Metcalf el al, 1997).

Se obtuvo un índice de fluorescencia (IF), dividiendo la intensidad de fluorescencia de las células

con anticuerpo específico entre la fluorescencia de las células con el isotipo, así un IF igual a 1

indica que los valores son iguales, un IF de 2 que la fluorescenciade las células con el anticuerpo es

el doble a las células con solo isotipo.

Diferenciación
Morfolóldca (%)

granulocito monocito

32D +PBS 3.0:1:2.6 * 5.0 :1:4.4

32D +CasNa 2.0:1:2.0 84.0:1:11.5

32D +CasNa + anti-TNF-a. 0.7:1:1.2 83.0:1: 4.0

32D +CasNa + anti-CCL3 0.0 :1:0.0 82.0:1: 3.2

32D +CasNa + anti-IFN-a. 0.7 :1:0.6 * 33.0:1: 4.0

32D +CasNa + SB431542 0.0 :1:0.0 78.0:1: 9.2
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Las evaluaciones de las células 32D en presencia de CasNa empleando el anticuerpo anti-fins,

muestran un aumento en la intensidad de fluorescencia de los cultivos con tratamiento al

compararlos con el cultivo con sólo PBS, así el indice de fluorescencia para el anti-fms es de 3.2

para CasNa (Figura 5).

Cuando se empleó el anticuerpo anti-Gr-1 en las células tratadas también hay un aumento en la

fluorescencia siendo el IF de 1.6 con tratamiento de CasNa (Figura 5). El aumento en la

fluorescencia en los cultivos con CasNa evidencianun incrementoen la diferenciación macrofágica,

datos que se correlacionan con lo evaluado en las tinciones morfológicascon Giemsa.

EXDresión de c-fms
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(X)
N....

(X)
N
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Indice de fluorescencia: 1.6 Indice de fluorescencia: 3.2

Figura 5. Expresión de Ly-6G y c-fins como marcadores de diferenciación en células 32D después
de 72 horas de cultivo en presencia de 0.5 nglmL de rmIL-3 y 2 mglmL de CasNa (línea) o solo
PBS como vehículo (área sombreada). Evaluación por citometría de flujo empleado el anticuerpo
anti-Fms para evaluar la diferenciación macrofágica y el anticuerpo anti-Gr-1 para la diferenciación
granulocítica. En el histograma se presenta un ensayo representativo, donde el eje horizontal
muestra la intensidad de fluorescencia y el eje vertical el número de eventos. El índice de
fluorescencia muestra el cociente de la fluorescencia del tratamiento (2 mglmL de CasNa) entre la
fluorescencia control (sólo PBS como vehículo).
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Objetivo 2. Detectar la expresión de mRNA de TNF-a, TGF-r31, CCL3/MIP-la e

IFN-a en las células 32D tratadas con CasNa.

El CasNa incrementa la expresión de mRNA para TNF-a e IFN-a, pero no CCL3/MIP-la o

TGF-rn en las células 32D.

Se ha mostrado que células hematopoyéticas primitivas expresan de manera constitutiva una amplia

variedad de genes (Janowska el al 2001), así se evaluó si las células 32D expresaban el mRNA para

inhibidores de la proliferación de células hematopoyéticas y si el CasNa inducía su incremento o

expresión.

Los análisis de imagen de los productos de RT-PCR (transcripción reversa acoplada a la reacción

en cadena de la polimerasa) muestran que las células 32D expresan de manera basal el mRNA para

al menos tres citocinas y una quimiocina supresora de la hematopoyesis, mientras que el estímulo

de CasNa incrementa la expresión de mRNA para TNF-a e IFN-a (Figura 6A y 68

respectivamente), no así para TGF-f31o CCL3/MIP-la las cuales mantienen su nivel de expresión

basal (Figura 7A Y78 respectivamente).
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Figura 6. Producto del RT-PCR para (A) TNF-a y (B) IFN-a en células 32D después de 24 horas
de cultivo en presencia de 2 mglml de CasNa. Carril 1: pesos moleculares; carril 2 y carril 4:
~-actina de células 32D cultivadas sin y con CasNa respectivamente; Carril 3 y 5: células 32D
cultivadas sin y con CasNa respectivamente. Análisis de imagen. Diferencias en la expresión de
mRNA para A) TNF-a y (B) IFN-a. Se comparó la intensidad de expresión de mRNA contra
células sin estímulo; la diferencia, es la intensidad de banda del gen con estímulo menos la
intensidad de gen sin estímulo, después de homogenizar la intensidad de banda de la ~-actina en
cada ensayo.
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cultivadas sin y con CasNa respectivamente. Análisis de imagen. Diferencias en la expresión de
mRNA para A) TNF-a. y (B) IFN-a.. Se comparó la intensidad de expresión de mRNA contra
células sin estímulo; la diferencia, es la intensidad de banda del gen con estímulo menos la
intensidad de gen sin estímulo, después de homogenizar la intensidad de banda de la p-actina en
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2 3 4 5 -actina J!!-- UI
ea ea

256 pb . >z .-11..--.!1!
.g I!!
C UI 1
-o el).- 'C
UI eaeI)'C... .-

IFN c,C
>C :1

162 pb
w-



52

320 + PBS 320 + CuNa

PRODUCTO DE RT-PCR

A) Factor de Crecimiento Transformante beta

ANÁLISIS DE IMAGEN

2 3 54

B) CCL3/MIP-la.

PRODUCTO DE RT-PCR

1.5
....

b-actina ~
256 pb !

":"-
~ ~~ 1

~ ~~e

MIP ~
!!

200 pb .ñ
0.5

320 + PBS 320 + CuNa

ANÁLISIS DE IMAGEN

Figura 7. Producto del RT-PCR para (A) TGF-pl Y(B) CCL3/MIP-la. en células 32D después de
24 horas de cultivo en presencia de 2 mglml de CasNa. (7A) Carrill y carril 3: p-actina de células
32D cultivadas sin y con CasNa respectivamente; carril 2 y carril 4: células 32D cultivadas sin y
con CasNa respectivamente,Carril 5: pesos moleculares. (7B) Carril 1: pesos moleculares; carril 2 y
carril 4: p-actina de células 32D cultivadas sin y con CasNa respectivamente; Carril 3 y 5: células
32D cultivadas sin y con CasNa respectivamente. Diferencias en la expresión de mRNA para
A) TGF-pl Y(B) MIP-la.. Se comparó la intensidad de expresión de mRNA contra células sin
estímulo; la diferencia, es la intensidad de banda del gen con estímulo menos la intensidad de gen
sin estímulo, después de homogenizar la intensidad de banda de la p-actina en cada ensayo.
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Objetivo 3. Detectar la producción de TNF-a, TGF-(3I, CCL3/MIP-la e IFN-a en las células

32D estimuladas con CasNa.

El CasNa induce la producción de TNF-a y CCL3/MIP-la a la vez que incrementa la de

TGF-(3 en las células 32D.

Al evaluar la presencia de las proteínas TNF-q., TGF-(3, CCL3/MIP-la e IFN-a en el medio

condicionado de células con y sin tratamiento de CasNa, el ensayo de ELISA muestra que 2 mg/mL

de CasNa inducen la producción de TNF-q. y CCL3/MIP-la a 2.19 y 0.83 ng/mL respectivamente

(Tabla 5), mientras que incrementa significativamente el nivel basal de TGF-(3 (0.52 ng/mL, donde

la diferencia fue significativa respecto al blancq) hasta 3.47 ng/mL (Tabla 5). Respecto a IFN-a no

se encontró diferencia significativa entre medios condicionados de células con y sin tratamiento de

CasNa sin embargo, es notable un desplazamiento en la densidad óptica que sugiere la presencia de

IFN-a rindiendo una expresión basal de entre 0.03 y 0.04 ng/mL (Tabla 5).

Tabla 5. Ensayo de ELISA para TNF-a, TGF-(3, CCL3/MIP-la e IFN-a en medio condicionado de
células 32D con y sin tratamiento de CasNa (mc32D y mc32D CasNa respectivamente). La
absorbancia fue evaluada a 450 nm. Los datos presentan el promedio y desviación estándar, ("'") la
diferencia fue significativa con respecto al blanco (nd) y (.) con respecto a MC 320 + PBS con
una p <0.05 en la prueba de Tukey.

nglmL

TNF-a TGF-(3 CCL3/MIP-l ex IFN- a

Blanco nd nd nd nd

mc 32D + PBS nd "'"0.52 :!:0.05 nd 0.03 :!:0.01

mc 32D + CasNa . 2.19 :!:0.29 . 3.47 :!:0.13 . 0.83 :!:0.06 0.04 :!:0.01
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Objetivo 4. Evaluar la participación de TNF-a, TGF-(31, CCL3/MIP-la e IFN-a en el

abatimiento de la proliferación celular de 32D.

El rmTNF-a, rhTGF-(31y rmIFN-a pero no el rmCCL3/MIP-la reducen la proliferación de

32D sin afectar la viabilidad celular.

Considerando que el TNF-a, TGF-(31,CCL3/MlP-la e IFN-a son reconocidos inhibidores de la

hematopoyesis y por tanto candidatos a mediar el bloqueo inducido por el CasNa, se evaluó si las

proteínas recombinantes de estos factores bloqueaban la proliferación de las células 320 en

presencia de 0.5 ng/mL de IL-3.

Los resultados indican que los recombinantes de TNF-a, TGF-(31 e IFN-a suprimen

significativamente la proliferación desde 1 ng/mL (Figura 8A, 8B Y 8C), mientras que en las

mismas condiciones de cultivo ninguna de las concentracionesdel recombinante de CCL3/MIP-l a

modificaron la proliferación celular (Figura 80) aún incrementando la dosis de recombinante hasta

500 ng/mL (Figura 9).

Por otro lado y de manera análoga al CasNa, las células tratadas con y sin las proteínas

recombinantes, en todos los casos mantienenuna viabilidad superior al 90% independientementede

la dosis empleada a 48 horas de estímulo en evaluación por exclusión al azul tripano (Tabla 3).

Es interesante señalar que no obstante que el recombinante de CCL3/MIP-l a no tuvo efecto sobre

la proliferación celular, la proteína recombinante es biológicamente activa, como lo evidencia el

ensayo biológico de quimiotáxis sobre células totales de bazo de ratón donde 10 ng/mL de proteína

recombinante de CCL3/MIP-Ia inducen migración celular, quimiotáxis que es neutralizada con

25 ug/mL de anticuerpo anti-CCL3/MIP-I a (Figura 10).
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Figura 8. Curvas dosis-respuesta de la proliferación de 32D después de 48 horas de cultivo en
presencia de 0.5 ng/mL de rmIL-3 y diferentes dosis de A) Factor de Necrosis Tumoral alfa
recombinante de ratón (rmTNF-a.),B) Factor de Crecimiento Transformante beta 1 recombinante
humano (rhTGF-pl), C) Interferón alfa recombinante de ratón (rmIFN-a.) y
D) CCL3/MIP-Ia. recombinante de ratón (rmCCL3). Evaluación por incorporaciónde [3H]timidina
al DNA. Los datos presentan el promedioy desviación estándar, * la diferencia fue significativacon
respecto a Ong/ml con una p <0.05 en la prueba de Dunnet.
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Figura 9) Curva dosis-respuesta de la proliferación de 32D después de 48 horas de cultivo en
presencia de 0.5 nglmL de rrnIL-3 y diferentes dosis de CCL3/MIP-Ia. recombinante de ratón
(rrnCCL3). Evaluación por incorporaciónde eH]timidina al DNA. Los datos presentan el promedio
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Figura 10. Quimiotáxis de células totales de bazo de ratón en ausencia o presencia de 10 nglmL de
CCL3/MIP-la. recombinante de ratón (rrnCCL3) y de 25 uglmL de an,ticuerpo anti-CCL3/MIP-la.
(abCCL3). Los datos presentan el promedio y desviación estandar de la densidad de fluorescencia
medida en el FX en CNT/mm2.
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El bloqueo de la proliferación de las células 32D tratadas con CasNa, es parcialmente

mediado por el TNF-a.

Se estimuló a las células 320 con 2 mglmL de CasNa adicionando el anticuerpo dirigido contra

TNF-a, CCL3/MIP-la, IFN-a y el inhibidor SB431542 contra la actividad cinasa del TGF~RI de

manera individual en dosis suficiente para en su caso, bloquear la actividad inhibitoria de la citocina

recombinante y los resultados muestran que 16 uglmL de anti- TNF-a neutraliza de manera parcial

el efecto antiproliferativo del CasNa (Figura lIA). Dosis de hasta 25 uglmL de anticuerpo

anti-TNF-a no contrarresta el efecto inhibitorio mas allá de la dosis inicial de 16 uglmL

(datos no mostrados).

Por su parte los anticuerpos anti-CCL3/MIP-Ia, anti-IFN-a y el inhibidor SB431542 de la

actividad cinasa del TGF~RI no neutralizaron el efecto inhibitorio de CasNa (Figura IIB, IIC y

110 respectivamente), aún incrementandola concentraciónde anticuerpo(datos no mostrados).

Por otro lado, mientras que la adición de anticuerpo anti-TNF-a neutralizó parcialmente el efecto

antiproliferativo de CasNa, no parece frenar la inducción de diferenciación (Figura 4 y Tabla 6). De

manera análoga, el anticuerpo anti-CCL3/MIP-la y el inhibidor SB431542 no modificaron de

manera sustancial los porcentajes de diferenciación en cultivos con CasNa, solo la adición de

anti-IFN-a redujo significativamentela diferenciación hacia macrófagos(Figura 4 y Tabla 6).

Para corroborar la aparente no neutralización de la acción diferenciadora del CasNa por parte de los

anticuerpos (a excepción del anti-IFN-a), se analizó por citometría de flujo la expresión de los

antígenos de superficie previamente evaluados en cultivos con solo CasNa o PBS como vehículo y

los resultados muestran que la adición de anticuerpos no neutraliza el incremento en la expresión de

c-fms promovido por el CasNa (Figura 13, Figura 14 y Tabla 6).
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Figura 11. Proliferación de 32D después de 72 horas de cultivo en presencia de 0.5 nglmL de
rmIL-3 sin y con 2 mglmL de CasNa (neg y CasNa respectivamente) mas A) 16 uglmL de
anticuerpo antiTNF-a. (abTNF) sin y con 10 nglmL de rmTNF-a. usado como testigo positivo
(TNF); B) 25 uglmL de anticuerpo anti-CCL3/MIP-la. (abCCL3) sin y con 10 nglmL de
rmCCL3/MIP-la. usado como testigo positivo (CCL3); C) 3 uglmL de anticuerpo
antiIFN-a.(abIFN) sin y con 10 nglmL de rmIFN-a.(IFN) usado como testigo positivo,
D) 0.1 uM/mL de SB431542 (SB43) sin y con 10 nglmL de rhTGF-~ usado como testigo
positivo (TGF). Incorporación de eH]timidina al DNA. Los datos presentan el promedio y
desviación estándar, (..) la diferenciafue significativacon respecto al negativo (solo rmIL-3) y con
respecto a CasNa (.) con una p<O.05en la prueba Tukey.
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Figura 12. Expresión de Ly-6G como marcador de diferenciación granulocítica en células 320
después de 72 horas de cultivo en presencia de 0.5 ng/mL de rmIL-3y solo PBS (área sombreada) o
2 mg/mL de CasNa (línea), 2 mg/ml de CasNa mas 16 ug/mL de anticuerpo
anti-TNF-a (320 +CasNa +abTNF), 25 ug/mL de anti-CCL3/MIP-la (32D +CasNa +abCCL3),
3 ug/mL de anti-IFN-a (320 +CasNa +abIFN) y 0.1 uM/mL de SB431542
(320 +CasNa + SB431542).A menos que se indique lo contrario, el area sombreada representa las
células en presencia de solo PBS y la línea las células en presencia de CasNa mas anticuerpo
específico.
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Figura 13. Expresión de c-fms como marcador de diferenciación macrofágica en células 320
después de 72 horas de cultivo en presencia de 0.5 nglmL de rmIL-3y solo PBS (área sombreada) o
2 mglmL de CasNa (línea), 2 mglml de CasNa mas 16 uglmL de anticuerpo
anti-TNF-a (320 +CasNa +abTNF), 25 uglmL de anti-CCL3/MIP-1a (32D +CasNa +abCCL3),
3 uglmL de anti-IFN-a (32D +CasNa +abIFN) y 0.1 uM/mL de SB431542
(32D +CasNa + SB431542). A menos que se indique lo contrario, el area sombreada representa las
células en presencia de solo PBS y la línea las células en presencia de CasNa mas anticuerpo
específico.



61

Tabla 6. Indice de fluorescencia en la expresión de Ly-6G y c-ftns como marcadores de
diferenciación en células 320 después de 72 horas de cultivo en presencia de 0.5 nglmL de rm1L-3
y 2 mglmL de CasNa (320 +CasNa), 2 mglml de CasNa mas 16 uglmL de anticuerpo
anti-TNF-a (320 +CasNa +abTNF), 25 uglmL de anti-CCL3/MIP-la (320 +CasNa +abCCL3),
3 uglmL de anti-IFN-a (320 +CasNa +abIFN) y 0.1 uM/mL de SB431542
(320 +CasNa + SB431542).El índice de fluorescencia muestra el cociente de la fluorescencia del
tratamiento entre la fluorescenciacontrol (células con solo PBS).

Indice de Fluorescencia

Ly-6G c-fms
!!ranulocito monocito

32D +PBS 1.1 1.4

32D +CasNa 1.6 3.2

32D +CasNa + anti-TNF-a 1.4 2.4

32D +CasNa + anti-CCL3 1.8 3.8

32D +CasNa + anti-IFN-a 1.8 3.5

32D +CasNa + SB431542 1.7 3.1
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Discusión de resultados.

Objetivo 1. Evaluar el efecto del CasNa en la proliferación, viabilidad y diferenciación de la

línea celular 32D.

En este trabajo se muestra que el caseinato de sodio inhibe la proliferación de las células 32D a

pesar de la presencia de 0.5 nglmL de rmIL-3 (Figura 3), freno que no es consecuencia de pérdida

en la viabilidad celular (Figura 4), resultados que concuerdan ampliamente con 10 previamente

reportado por este grupo de trabajo (Ramos el al, 2004; Ramos el al, 2000). En el mismo orden de

ideas, se confirmó por tinción con Giemsa y expresión de antígenos de superficie evaluados por

citometría de flujo, la capacidad del CasNa para inducir un fuerte incremento en la diferenciación

hacia el linaje monocito-macrófago(Tabla 4 y Tabla 6).

Estos elementos, aunados a la evidencia de que la caseína y el propio CasNa ejercen un efecto

quimiotáctico para células granulocíticas y monociticas al sitio de infección (propiedad

proinflamatoria) (Pasotti el al, 1993) y que la ~-caseína coestimula la proliferación de

linfocitos T y B (Kawahara el al, 2004) pero que la K-caseína10bloquea (Otani & Hata 1995),

indican que las caseínas tienen la capacidad de modular la proliferación, diferenciación y activación

de células mieloides y linfoides y que es necesario profundizar en el estudio de los mecanismos

celulares y moleculares que conducen a tal modulación.

En este sentido, este grupo de trabajo ha mostrado que la inducción a la diferenciación macrofágica

de la línea celular 32D, en presencia de CasNa, va acompañada de la inducción a la expresión del

factor estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF), y que además este factor es bioactivo

(Ramos, el al, 2004). Sin embargo la participación de este factor en la diferenciación mediada por el

CasNa no se conoce como tampoco si en la inhibición de la proliferación e inducción de

diferenciación celular están involucradas citocinas inhibidoras de la hematopoyesis.
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Objetivo 2. Detectar la expresión de mRNA de TNF-a, TGF-IH, CCL3/MIP-la e IFN-a en las

células 32D tratadas con CasNa.

Es conocido que el microambiente de la médula ósea está bajo la regulación no solo de factores de

crecimiento, sino también de citocinas y/o quimiocinas que suprimen la hematopoyesis y que

algunos de éstos factores (TNF-a, TGF-¡31 y CCL3/MIP-la) se encuentran de manera constitutiva

en aspirados de médula ósea cuando menos a nivel de mRNA (Cluitmans el al, 1995). Sin embargo,

la identidad de las células encargadas de secretar estos factores se había atribuido a las células del

estroma de la médula ósea dado que fibroblastos, macrófagos y células endoteliales son los tipos

celulares que de manera típica secretan estas citocinas (Cheng el al, 2003). Es hasta el 2001 que el

grupo de Ratajczak dio la primera evidencia de que las células primitivas de la médula ósea

humana expresaban el mRNA para una gran cantidad citocinas y quimiocinas incluyendo

supresores de la hematopoyesis e incluso que secretaban algunas de ellas como TGF-¡31 y

CCL3/MIP-la (Majka el al, 2001). De esta manera se consideró que la línea celular 32D aún

siendo primitiva podían expresar el mRNA para citocinas supresoras de la hematopoyesis de tal

suerte que al ser estimuladas con CasNa, podía favorecerse la traducción y en consecuencia las

proteínas secretadas ser las responsables del efecto inhibitorio de la proliferación inducido por

CasNa.

Los resultados confirman el supuesto de que la línea celular 32D, un modelo de hematopoyesis

primitiva normal de ratón de manera análoga a las células primitivas humanas, expresan de manera

basal genes de citocinas y quimiocinas supresoras de la hematopoyesisy cuyo nivel de expresión

puede incrementarse por estímulo de CasNa desde las 24 horas (TNF-a, IFN-a) o permanecer sin

alteración (TGF-¡31y CCL3/MIP-la) (Figura 6 y Figura 7 respectivamente).En este sentido, dado

que existe expresión basal de mRNA, es dificil identificar de modo cualitativo (visualización del

producto de RT-PCR) la diferencia de expresión entre células con y sin tratamiento de CasNa, si

bien el análisis de imagen de los productos de RT-PCR permitió identificar diferencias en cuanto a

la expresión de TNF-a e IFN-a no fue así para TGF-¡31 y CCL3/MIP-la., es posible que el empleo

de una metodología cuantitativa por ejemplo RT-PCR en tiempo real, permita esclarecer si el

mRNA para TGF-¡31 y CCL3/MIP-la son modulados por CasNa o no.
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Objetivo 3. Detectar la producción de TNF-q TGF-IH, CCL3/MIP-la e IFN-a en las células

32D estimuladas con CasNa.

Hasta el momento ha sido posible detectar que el CasNa induce la producción de TNF-a y

CCL3/MIP-Ia mientras que incrementa la expresión de TGF-~l y no parece modular al IFN-a

(Tabla 5).

La expresión constitutiva de TGF-~l (0.52 nglmL) en las células hematoyéticas primitivas 320

concuerda con la detección de esta misma citocina (1.10 nglmL) en el sobrenadante de células

primitivas C034+ de médula ósea humana (Majka el al, 2001). En este sentido, no es extraño que

TGF-~l se haya detectado de manera basal, existen reportes en los que el empleo de anticuerpos

neutralizantes dirigidos contra TGF-~l secretado constitutivamentepor parte de las células C034+

derivadas de cordón umbilical, incrementan la formación de colonias (Cardoso el al, 1993), así la

neutralización del TGF-~1 basal con anti-TGF-~l permite a las células primitivas una continua

proliferación bajo condiciones en las que deberían permanecer en quiescencia

(Cashman el al, 1998), en nuestro modelo se consideró que el TGF-~1 al encontrarse de manera

basal podía actuar como un control interno/constitutivo de la proliferación o incluso en el

mantenimiento de la viabilidad celular de 320, siendo el estímulo externo (CasNa) quien al

perturbar el balance conducía a la supresión de la proliferación. La aparente no modulación a nivel

de mRNA (Figura 7A), pero el significativo incremento en la expresión de proteína de hasta siete

veces en relación al control (Tabla 5), sugiere que para el caso de TGF-~l el tratamiento de CasNa

favorece la traducción del mRNA para esta citocina.

Por otro lado y de manera análoga a las células C034+ humanas, las células 320 de ratón expresan

de manera constitutiva el mRNA para TNF-a, citocina que no fue detectada a nivel de proteína

como ocurre en las células primitivas humanas (Majka el al, 2001). Solamente en presencia de

CasNa se induce la producción de la proteína hecho que se correlaciona con la modulación positiva

de la expresión basal del gen (Figura 7A).

Por otro lado, el mRNA basal detectado para CCL3/MIP-I a en la línea 320 no parece ser traducido

a proteína de manera constitutiva como si ocurre en células primitivas humanas C034+ de médula

ósea, en las que se ha podido detectar hasta 2 nglmL de CCL3/MIP-la (Majka el al, 2001). En este

sentido y tomando como base que las células CD34+ secretan de manera constitutiva diferentes

quimiocinas (CCL3/MIP-la, CCL5/RANTES, CXCL4/PF-4, CXCL8/IL-8 y CCL2/MCP-l)
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(Majka el al, 2001), se ha sugerido que la síntesis de éstas moléculas responde a la necesidad de

interacción entre las células hematopoyéticas primitivas y las células del estroma dentro del

microambiente de la médula ósea, para favorecer la angiogénesiso regular la migración y adhesión

celular (Janowska el al, 2001). Considerando que las células 32D provienen de una línea celular

dependiente de IL-3 sin comunicación con células estromales, puede explicar la ausencia de

expresión basal de CCL3/MIP-la, pero la adición de CasNa al inducir diferenciaciónhacia el linaje

monocito-macrófagoes posible que éstas células maduras sean las responsables de la secreción de

CCL3/MIP-la, tomando como base que es un factor secretado por macrófagos (Menten el al,

2002), en particular en el microambiente de la médula ósea en respuesta a diversos estímulos

incluyendo IL-lj3 y TNF-a (Taichman et al, 2000), de esta manera el perfil de expresión de

quimiocinas en las células 32D con tratamiento de CasNa merece mayor atención y así ampliar el

conocimiento de su participación en la regulación hematopoyética mediada por el CasNa.

A diferencia de las células CD34+ humanas que expresan de manera basal mRNA para IFN-a pero

no parecen secretar la citocina de modo constitutivo (Majka el al, 2001), los resultados sugieren que

las células 32D expresan y secretan IFN-a al medio condicionado aún en condiciones basales

(Tabla 5), síntesis que no parece ser modulada por el tratamiento de CasNa dado que no se encontró

diferencia entre cultivos con y sin CasNa, lo cual contrasta con el patrón observado para las

citocinas analizadas con anterioridad (TNF-a, TGF-j31 y CCL3/MIP-la).
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Objetivo 4. Evaluar la participación de TNF-a., TGF-pl, CCL3/MIP-Ia. e IFN-a. en el

abatimiento de la proliferación celular de 32D.

Se evidenció la participación de TNF-a. en el abatimiento de la proliferación de 320 cultivada con

CasNa, aunque su intervención es parcial dado que la presencia del anticuerpo anti-TNF-a.,

neutraliza solo de manera marginal la inhibición de la proliferación inducida por CasNa

(Figura llA) aún incrementando la dosis hasta 25 ug/mL (datos no mostrados). Es interesante

señalar que a pesar de que la supresión hematopoyética inducida por TNF-a. generalmente se asocia

a pérdida en la viabilidad celular, cultivos de 320 con tratamiento de CasNa o TNF-a. recombinante

no muestran alteración de este parámetro (Tabla 3). Este hecho refuerza el efecto dual que se ha

reportado para ésta citocina, toda vez que es capaz de arrestar el ciclo celular de manera reversible

(Eaves et al, 1993a), actuar como promotor de la sobrevivencia, ejercer un importante papel como

radioprotector sobre células mieloides (Karkanitsa et al, 1997; Oalmau et al, 1997), incrementando

la sobrevivencia in vitró, elevando el número de células viables y suprimiendo apoptosis por si

misma (Jacobsen et al, 1996) o bien en sinergia con una o mas citocinas (Neta et al, 1988; Jacobsen

et al, 1996).

A pesar de la neutralización parcial de la supresión de la proliferación, la adición de anticuerpo

anti-TNF-a. no frena de manera significativa la inducción de diferenciación (Tabla 4). Estos

elementos sugieren que TNF-a. tiene poca relevancia en la inducción de diferenciación; lo cual

contrasta con reportes en los que se señala que TNF-a. es un potente inductor de diferenciación

hacia monocitos por ejemplo, en las células tumorales U937 humanas (Hashimoto & Hanazawa

1990),de leucemia mielomonocíticaWEHI 3B de ratón y de leucemia humana KG-la (Leung et al,

1994; Mak et al, 1993).En la misma línea, considerandoque TNF-a. induce la expresión del gen de

M-CSF (Kharbanda et al, 1990) mientras que promueve la secreción de M-CSF en monocitos

humanos (Oster et al, 1987),y tanto M-CSF como su receptor (c-fms) son modulados por CasNa, se

consideró factible que el TNF-a. fuese el responsable directo de la expresión de c-fms o incluso de

la síntesis de M-CSF (Ramos et al, 2004), sin embargo como muestran las evaluaciones por

citometría de flujo, la adición de anticuerpo anti-TNF-a. solo disminuyeparcialmente la expresión

de c-fms (IF de 2.4 en células con anti-TNF-a contra 3.2 con solo CasNa) (Tabla 6) y no se

alcanzan los niveles encontrados en células con solo PBS (IF de 1.4), así, estos elementos sugieren

que el TNF-a no esta vinculado de manera estrecha con la inducción de diferenciación macrofágica

promovida por CasNa.
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A diferencia de la neutralización de la inhibición de la proliferación lograda con anticuerpo

anti-TNF-a., la neutralización de CCL3/MIP-1a.en cultivos con CasNa no modificó tal supresión.

La aparente no intervenciónde la quimiocina en el mecanismo inhibitoriode CasNa coincide con la

respuesta de las células 320 frente al recombinante de CCL3/MIP-la. quien no tuvo efecto

significativo sobre la proliferación(Figura 80), a pesar de ser biológicamenteactivo (Figura 10). El

hecho de que CCL3/MIP-la. no inhibiera la proliferación de las células 320 concuerda con el hecho

de que, si bien esta quimiocina suprime la proliferación de células progenitoras particularmente

in vivo (Ounlop el al, 1992; Maze el al, 1992; Graham el al, 1990) in vilro, su capacidad como

inhibidor puede ir de eficiente (Broxmeyer el al, 1993; Eaves el al, 1993b) a moderada

(Lu el al, 1993)y mínima (Ranst el al, 1996;Keller el al, 1994;Schneider& Moore 1991) o incluso

puede estimular la proliferación(Wynter el al, 1998;Broxmeyerel al, 1990).

Por ejemplo se ha observado in vitro una mínima respuesta hacia CCL3/MIP-la. por parte de

células C034+ de médula ósea humana, ya que se inhibe la proliferación de manera contundente

solo con una concentración muy por encima (500 nglmL) de los niveles reportados como

fisiológicamente relevantes para ésta quimiocina «100 nglmL) (Menten el al, 2002; Flesh el al,

1998), mientras que células C034+ obtenidas de cordón umbilical lejos de ser suprimidas por

CCL3/MIP-1a. se advierte un incremento en la proliferación y subsecuente obtención de células

formadoras de colonias de granulocito-macrófagos (GM-CFC) (Wynter el al, 1998). En este

sentido, se ha sugerido que la respuesta diferencial que muestran las células ante el CCL3/MIP-1a.,

puede estar relacionada con la proporción de receptores en la célula (Schneider & Moore 1991;

Verfaillie el al, 1994; Lu el al, 1993). Sería interesante explorar si las células 32D expresan de

manera constitutiva receptores para CCL3/MIP-1a. o incluso, considerando la inducción de la

quimiocina en las células tratadas con CasNa si éste último tiene la capacidad para modular la

expresión de CCR1 y CCR5. Considerando que células C034+ de médula ósea son inhibidas de

manera mínima por CCL3/MIP-1a. y éstas expresan el receptor CCR1pero no CCR5 (Wynter el al,

1998) y se ha mostrado que CCR1 no parece estar involucrado en la inhibición de la proliferación

de células stem hematopoyéticas (Graham el al, 1996), es posible que las células 320 tengan un

perfil de expresión CCRlICCR5 similar a las CD34+.

Por otro lado, se ha sugerido que CCL3/MIP-1a. es necesario para la liberación de TNF-a. por parte

de ratones inmunizados y retados con av A, así se ha observado que a diferencia de ratones

silvestres (+/+), los deletados para el gen de CCL3/MIP-1a.(-/-) no secretan TNF-a. a exudados

peritoneales (Ramos el al, 2005), sin embargo en el modelo de células 32D la neutralización de
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CCL3/MIP-la. en cultivos con CasNa no revirtió la supresión hematopoyética, haciendo poco

probable que CCL3/MIP-Ia. este asociado a la modulación de expresión de TNF-a.. De manera

análoga a la adición de anticuerpo anti-TNF-a., las células con CasNa y anticuerpo

anti-CCL3/MIP-Ia. conservan características de diferenciación similares a las registradas en

cultivos con solo CasNa (Figura 4 y Tabla 6), de esta manera tanto CCL3/MIP-la. como TNF-a. no

parecen estar implicados en la inducción de diferenciación instigada por CasNa.

En cuanto a IFN-a., la adición de anticuerpo anti-IFN-a. a cultivos con CasNa no neutraliza la

inhibición de la proliferación (Figura II C), lo cual sugiere que ésta citocina al igual que

CCL3/MIP-Ia., tampoco participa en la supresión de la proliferación celular. Este hecho ajusta con

la respuesta de las células 32D ante el recombinante de IFN-a., donde el rango de 0.01 a 0.1 ng/mL

que comprende la cantidad de citocina que lo resultados de ELISA sugieren existe en el medio

(0.04 ng/mL Tabla 5) no afecta la proliferación celular, siendo únicamente 1 ng/mL de

recombinante la concentración que consiguió abatir la proliferación de manera significativa

(Figura 8C). Esto contrasta con lo reportado en un estudio donde se muestra que el IFN-a. suprime

de manera eficiente la proliferaciónde las células 32D (Russo el al, 1999).Así y no obstante que la

proteína secretada al medio por estímulo de CasNa parecen no tener mayor relevancia en el bloqueo

de la proliferación celular (Figura II C) Y el recombinante solo en dosis de I ng/mL suprime la

proliferación pero de manera marginal (Figura 8C), es interesante señalar que la adición de

anti-IFN-a. a cultivos con CasNa, trena de manera significativa la diferenciación morfológica sin

embargo, la expresión del antígeno de superficie c-fins característico del linaje macrofágico y que

es inducido por CasNa, no es neutralizada en cultivos con anticuerpo anti-IFN-a.(Tabla 6), lo cual

parece apoyar el supuesto de que el IFN-a.aunque podría estar involucrado en la promoción de

características morfológicas del linaje monocítico en el contexto de cultivos con tratamiento de

CasNa, no parece ser el responsable integral de la diferenciación.

Por otro lado, la neutralización de la actividad cinasa del receptor 1 para TOF-~ en cultivos con

CasNa si bien no neutralizó la inhibición de la proliferación (Figura 11D), las evaluaciones

morfológicas con Oiemsa muestran que se acentúan las características macrofágicas como son la

disminución del tamaño del núcleo, aparición de vacuolas y prolongación de la membrana

plasmática típicas del linaje monocito-macrófago (Figura 4), sin embargo, no fue modulada la

expresión de antígenos de superficie aquí evaluados no encontrándose diferencia entre la expresión

entre cultivos con CasNa y SB431542 y con solo CasNa (Tabla 6). De esta manera la inducción de

diferenciación que se observa en cultivos con CasNa queda lejos de ser responsabilidad de TGF-~,
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a pesar de que se ha reportado que esta citocina promueve la diferenciación hacia el linaje

macrofágico sin embargo, es pertinente señalar que al igual que a 10reportado con TNF-a. se trata

de modelos leucémicos humanos (U937, THP-1 y ML-1) (Kamijo el al, 1990), que no

necesariamente reflejan el contexto, caracerísticas y potencial respuesta de una línea

hematopoyética consideradacomo normal en un modelo de ratón como es la línea celular 320.

Los datos aquí mostrado sugieren que la señal que en 10 fundamental suprime la proliferación y

dirige las células hacia el linaje monocito-macrófago, no está en las citocinas y/o quimiocina

inhibidoras de la proliferaciónestudiadas aquí, abriendose la posibilidad de que otra u otras señales

activadas por CasNa conduzca a las células hacia la diferenciación. Así y aunque en principio

resulta razonable considerar que pueda ser el M-CSF, en conjunto con el resto de los factores aquí

evaluados el responsable directo de la inducción de diferenciación de las células 320 tratadas con

CasNa, toda vez que este grupo de trabajo recientemente reportó que es inducido en las células 320

por efecto de CasNa, teniendo la capacidad para promover la formación de colonias del linaje

monocito-macrófago por parte de células mononuc1eadasde médula ósea de ratón (Ramos el al,

2004), resultados preliminares de citometría de flujo parecen descartar que el M-CSF esté

involucrado en la promoción de diferenciación macrofágica en cultivos con CasNa

(datos no publicados).

Por lo anterior mas que reanalizar la diferenciación de las células tratadas con CasNa en el contexto

de múltiples anticuerpos neutralizantes en diferentes combinaciones, sería pertinente considerar

fuertemente la posibilidad de que sea el caseinato de sodio el principal responsable de dirigir el

comportamiento biológico de las células hematopoyéticas primitivas en su presencia,

probablemente por la existencia de un receptor específico el cual se ha sugerido al menos para la

caseína (Hira el al, 2003), en neutrófilosy monocitos humanos (Lewis & van Epps 1983).
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Conclusión.

El CasNa abate la proliferación de las células 320 favoreciendo la diferenciación hacia el linaje

monocito/macrófago, en el proceso se modula positivamente la expresión de mRNA para dos

citocinas supresoras de la hematopoyesis (TNF-a.e IFN-a.) mientras que se induce la secreción a

nivel de proteína de al menos tres inhibidores (TNF-a., TGF-~ y CCL3/MIP-la.); de los cuales solo

TNF-a. participa en el disminución de la proliferación celular, en tanto que ninguno mostró ser el

responsable de la inducción de diferenciación macrofágica por parte de CasNa. Estos resultados

revelan que el caseinato de sodio acúta como un modulador de la proliferación, diferenciación y

expresión de citocinas y/o quimiocinas en las células hematopoyéticas, haciendo evidente que su

relevancia biológica va mas allá de la alimenticia.
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Apéndice.

RT-PCR

Amortiguador de TBE IX.

Tris, ácido bórico y EDTA, disuelto en agua estéril y desionizada.

Amortiguador de carga para RNA.

Glicerol al 20%, azul de bromofenol al 0.01- 0.05% Yxilencianol 0.5 % en agua DEPC

Mezcla de reacción para RT (lO uL de volumen final).

2.0 uL de MgCh (25 mM), 1.0 uL de Buffer 10X, H20 DEPC (la necesaria para un volumen final
de 10 uL), 4.0 uL de dNTP's (10 mM), 0.5 uL de inhibidor de RNAsa (20 U/mL), y 0.5 uL de la
transcriptasa reversa (MuLV) (50 U/uL), 0.5 uL del primer Oligo dT, 0.5 uL de ditiotreitol (DTT)
(0.1 M).

Mezcla de reacción para PCR (50 uL de volumen final).

2.0 uL de MgC~ (25 mM), 4.0 uL de Buffer lOX, 28.35 uL de agua DEPC, 1 uL de dNTP's, 0.25
uL de DNA polimerasa 5 U/mL (Amplitaq), 0.2 uL del primer sentido y antisentido para ~-actina
(1 uM), 10 uL del cDNA, 2 uL del primer sentido y antisentido para la citocina de prueba.

Análisis de imagen.

Se eligió una imagen representativa del producto de RT-PCR para analizar la intensidad de cada

banda en las imágenes obtenidas mediante el programa Collage versión 3.0 (Hartland WI USA)

obteniendo un valor numérico. La intensidad de cada banda reportada por el software fue

estandarizada comparando los valores de intensidad entre expresión TNF-a., TGF-~1,

CCL3/MIP-la. o IFN-a. respecto a ~-actina (con y sin estímulo de CasNa) obteniéndose un

cociente. Para observar la diferencia en el nivel de expresión de mRNA entre la citocina sin y con

estímulo, se restó el cociente de la intensidad de la citocina con estímulo al valor del cociente sin

estímulo (en unidades relativas basadas en ~-actina), lo cual permitió conocer la modulación del

mRNA para la citocina de prueba. El resultado final de la expresión observada fue graficado.



ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbet Assay)

ELISA para TNF-a.

Buffer de lavado.
Diluir 1 volumen de 25X buffer de lavado
con 24 volúmenes de agua desionizada.

Dilución de estreptavidina-HRP.
Diluir 10 ul de 100Xestreptavidina-HRPcon
1 mL de SHRPDiluente.

ELISA para CCL3/MIP-a.

Buffer de lavado.
4.5 NaCI
0.5 mL Tween20

Buffer de bloqueo (500 mL).
4 g NaCI
710 mg Na2HP=4.2H20
100 mg KH2P04
100 mg KCI
2.5 g BSA

Buffer de captura A (200 mL)
1.6 g NaCI
284 mg Na2HP04-2H20
40 mg KH2P04
40 mg KCI

Dilución de estreptavidina-HRP.
Diluir 1 uL de estreptavidina-HRP con 3750
uL de buffer estándar A.
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ELISA para TGF-p

Extracción de TGF-p del sobrenadante a
probar.
250 uL de sobrenadante a probar se adicionan
a 50 uL de solución de extracción, agitando
mediante vortex e incubando 30 minutos a
4°C.

Buffer de lavado.
Diluir 1 volumen de 25X buffer de lavado
con 24 volúmenesde agua desionizada.

Dilución de estreptavidina-HRP.
Diluir 10 ul de 100X estreptavidina-HRP con
1 mL de SHRPDiluente.

ELISA para IFN-a.

Buffer de lavado.
Adicionar 25 mL de buffer de lavado
concentrado a 475 mL de agua desionizada,
almacenando antes y durante su uso a 4°C.

Dilución de anticuerpo conjugado.
Adicionar 50 ul de anticuerpo biotin
conjugado a 950 ul de Buffer de dilución,
llevando al mL una alícuota de 16.7 uL de la
dilución previa.

Dilución de estreptavidina-HRP.
Adicionar 0.105 mL de HRP concentrado a 1
mL de SHRPDiluente, alicuotar y almacenar
a -70°C hasta su uso.

.!
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Extracción de célnlas totales de bazo de ratón.

Se obtuvieron células totales de bazo de un ratón hembra Balb-C de entre 3 y 4 meses de edad como

se describe previamente (Coligan el al, 1992). Después de sacrificar por dislocación cervical se

extrajo el bazo y disgregó en un campo de nylon contra el fondo de una caja de petri conteniendo 3

mL de medio de cultivo IMDM suplementado con SFB. Posteriormente se colectó la muestra de la

caja petri y centrífugo por 10 minutos a 1000 rpm, resuspendiendo el botón en 20 mL de medio para

después centifugar y descartar el sobrenadante. Se adicionaron 5 mL de buffer de lisis al botón,

incubando por 5 minutos a temperatura ambiente tras lo cual, se lavó y descartó el sobrenadante

resuspendiendo el botón en medio de cultivo evaluando por conteo directo en hemocitómetro el

número celular.

Ensayo de qnimiotáxis.

Se cultivaron células totales de bazo de ratón a una densidad de 5x 106células/mL y marcaron con el

fluoróforo calceína-AM por 15 minutos a 37°C a una concentración de 0.5 uM. Posteriormente se

lavó 2 veces centrifugando a 1000 rpm por 4 minutos. El quimioatrayente (rmCCL3/MIP-l a. en

curva dosis respuesta comenzando en 500 ng/mL) se cargó en una cámara modificada de Boyden

(Neuroprobe AP48) por la parte inferior, considerando un control de CCL3/MIP-la. recombinante

mas anticuerpo neutralizante anti-CCL3/MIP-la. de ratón. En la región intermedia se empleó una

membrana de policarbonato con poros de 5 micras (Neuroprobe PFD5).

Las células marcadas se resuspendieron en solución salina balanceada de Hanks (HBSS) con calcio

y magnesio (Gibco 14025076), cargandose en la parte superior de la cámara dejando por 1.5 horas a

37°C. Terminado el tiempo de incubación se desmontó la cámara y "rasparon" las células no

migrantes con un scrapper (Neuroprobe P48AP) lavando con PBS. Posteriormente se dejó secar al

aire y fijó con metanol, cuantificando la densidad de fluorescencia en un detector FX (Biorad).
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