R

U oA
FES
ZamaGOZA

Wi NEARS 545
0 MTRA RULIKIGH

T‘
:

TESIS CO

2,(7’
At
. &

UNIVERSIDAD NACIONAL AUBPNOMA
DE MEXICO .

- - -

FACULTAD DE ESTUDIOS supe?an’b

“ZARAGOZA" &

LABGRATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLEGULAR
DEL CANCER

PAPEL DEL CASEINATQO DE SODIO EN LA
INDUCCION DE LA DIFERENCIACION DE LA LINEA
MIELOIDE HEMATOPOYETICA PRIMITIVA 320

T E s | S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

B I o L © G O
P B E S E N T A
GERARDO RAMOS MANDUJANO

DIRECTOR: DR. EDELMIRO SANTIAGO OSORIO

MEXICO, D. F. Q} ?C‘ Q)Q\MARZO DE 1099

il



o —
[ T

Universidad Nacional LJ ' B Biblioteca Central
Di

Auténoma de México

irgméﬂ General de Bibliotecas de la UNAM

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccién de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccién, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES "ZARAGOZA"

TITULO DE LA TESIS

PAPEL DEL CASEINATO DE SOPI0O EN LA INDUCCION DE LA
DIFERENCIACION DE LA LINEA MIELOIDE HEMATOPOYETICA

PRIMITIVA 32D

EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN EL LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y
MOLECULAR DEL, CANCER, UNIDAD DE INVESTIGACION EN DIFERENCIACION
CELULAR V CANCER, FES-ZARAGOZA, UNAM,

BAJO LA DIRECCION DEL Br. EBELMIRO SANTIAGO OSORIO

MIEMBROS DEL JURAMX):

Dr. BENNY WEISS STEIDER

Dra. Ma. de LOURDES MORA GARCIA
M. en C. ROSALVA RANGEL CORONA
M. ea C. LUIS SANCHEZ SANCHEZ

DURANTE LA REALIZACION DE ESTE TRABAJO SE CONTO CON EL APOYO ECONOMICO DE
BECA PARA TESIS DE LICENCIATURA "FUNDACION UNAM".

EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO CON EL APOYO DE LA DGAPA, UNAM PAPIIT IN213397.




INDICE

RESUMEN_ e 1
MARCOTEORRCO__ 2
HEMATOPOYESIS 2
Células hemaiopoyéticas

progeaitovas y multipotenciabes_ _ 3
Factores de coecimionto hemstopovético(FCII8)_ _ _s
Lincas mielpides multipatencistes 8
Difcrenctacibn monscito-macréfage y grasulocito-ncutedlite_ 4
Molocutay diferencisdoras distineas s les FCICy  _ _ __  __ __ ______ _ _
DERIVADOSDELACASEINA_ _ _ _ L
Pépiidos provenicmtes de las proteinasdeladeche_ _ _ _ _ _ ____________ 18
Efectos bioligicos de los péptidos derivades delascaseinas _ 18
Recepiores opivides en ol sistensn ipovane 2
PLANTEAMIENTODEL PROBLEMA __ _  __  _ _____ 23
MIPOTESIS _ _ o b
OBIETIVO _ 5
MATERIAL YMETODOS _ o ___ 26
RESULTADOS _ »
DISCUSION_ _ _ _ __ _ e 3
CONCLUSIONES_ _ _ _ oo e 41
REFERENCIAS __ __ __ L
APENDICE 18




;.
i
s
|
\
|
|

A mis padees

¥
A mis herwanes

Especialmente a Alejandro, Simon y Patricia.
Por tado su apoyo, y agradeciéndoles el respeto y la cottfianza brindada
para alcanzar mis meias.

A Beatriz

Que se ha convertido en mi principal razom de seguir adelante

Para Andrés, Ma, de Jesus y Selene
Quienes me han impulsa durante toda la carrera




AGRADECIMIENTOS

Especialmente al Dr. Edelmiro Santiage Osotio, que este objetivo es producto de su
confianza y la ensefianza brindada en mi estancia en el laboraterio, y a Ignacio Martinez.
Espero nuestras metas crezcan en todo sentido.

A los Drs. Benny Weiss Steider ¢ Issac Rodrigo Zambrano y al M. en C. Luis Sanchez
Sanchez, por todas sus aportaciones al trabajo realizado en la Unidad de Investigacion en
Diferenciacion Celular y Molecular del Cancer

De igual forma a mis compaiieros del laboratorio

A todos elios, gracias.




RESUMEN

El proceso de diferenciacion de las células hematopoyéticas involucra moléculas
glicopoteicas conocidas como factores de crecimiento hematopoyético (FCH's), quienes
inducen a las células primitivas para generar células sanguineas diferenciadas capaces de
cumplir su funcion en el organismo. Sin embargo se ha observado que moléculas distintas a

los FCH 's también activan la diferenciacion mieloide.

E} presente trabajo tiene como objetivo evaluar la diferenciacion de la linea
hematopoyética mieloide primitiva 32D expuesta el caseinato de sodio (CasNa), una sal de
ta caseina. Por conteo celular se observo que e} CasNa es capaz de inhibir la proliferacion
en forma dosis-dependiente, con un 60 % como maximo de inhibicion a conicentraciones
cercanas a | mg/ml. La tincion con giemsa de estas células revela la presencia de monocito-
macrofagos hasta en un 30% de la poblacion, la cual fue confirmada con una tincion
citoquimica especifica para el linaje monocitico (o-naftil acetato esterasa). Al evaluar la
capacidad microbicida de estas células, a través de la reduccion de sitroazul de tretazolio
(NBT), como un parametro de diferenciacion funcional, séfo algunas células fueron

positivas. Estos datos sugieren que la diferenciacion inducida por el CasNa es parcial.

También se muestra que otros derivados de la caseina; caseina, B-caseina y 1-5--
casamorfina, tienen un efecto similar al CasNa sobre las cétulas 32D, La actividad similar
entre ¢l CasNa v el péptido 1-5-B-casomorfina, un derivado de la degradacion enzimatica

de la B-caseina, hacen pensar que el CasNa tiene la misma ruta de activacion que la

casomorfina,




MARCO TEORICO
Hematopoyesis

Las células sanguineas tienen dos principales funciones, los eritrocitos se encargan
del transperie de oxigeno y los leucocitos de la defensa del organismo contra la invasion de
agentes patogenos y de células propias transformadas. Muchas de ellas mueren en
cumplimiento de su funcion, por lo que existe la necesidad de un constante suministro de
nuevas células. La escala de este re-emplazamiento es asombrosamente grande, en el adulto
cerea de 3X10° células rojas llegan al final de su vida cada segundo e igualmente pasa con
un nimero menor de leucocitos, aungue en situaciones como anoxia o infeccion se requiere
un rhpide y significativo incremento en ta produccion de células maduras (Whetton y
Dexter, 1989).

La produccion de cétulas sanguineas conocida como hematopoyesis, se observa en
el raton a los 7 dias de gestacion (Medvinsky ef af, 1993), a pesar de aceptarse que inicia
en los islotes sanguineos del saco vitelino, algunos estudios involucran al sitio
aorta/gdnada/mesonefro (AGM) como iniciador de esta actividad (Morrison ef al, 1995),
Experimentos con marcadores celulares muestran que las células hematopoyéticas del saco
viteline son "sembradas” en los Grganos embrionarios mieloides v linfoides, pasando la
actividad hematopoyética del saco vitelino ai timo e higado (Toles et al, 1989) y de éste al
bazo (Godin ef af 1993) y finalmente a la médula 6sea (Morrison ef af, 1995).

Las células responsables de sostener la hematopoyesis son conocidas como células
tallo hematopoyéticas (CTH). Estas células se caracterizan por su capacidad de
autorenovacién y comprometimiento hacia los diferentes linajes celulares sanguineos. En
la vida adulia se conceniran principalmente en el estroma de la médula ésea y constituyen

el 0.05% de esta poblacion celular tanto en el raton como  humano. También tienen la
po



capacidad de reconstituir la hematopoyesis, a corto y large plazo, en individuos

mielosuprimidos después de una radio o quimioterapia (Morrison ef af, 1995).

Células hematopoyéticas progenitoras y multipotenciales

La existencia de las células progenitoras hematopoyéticas, fue evidenciada al
descubrir que los ratones irradiados letalmente sobrevivian después de la inyeccion de
células de médula ésea de ratones singénicos sanios. Las células inyectadas formaban focos
de proliferacion en el bazo de los ratones recuperados después de 8 dias, cada foco fue
resultado de la multiplicacion de una sola célula progenitora, quién dié origen tanto al
linaje micloide como al linfoide. La proliferacion de varias de ellas permitié la
reconstitucion del tejido hematopoyético de los ratones fransplantados (Gordon ef al 1985).
A estas eélulas, capaces de dar origen a un nodulo de proliferacién a corto plazo, se les
Hlamé unidad formadora de colonias de bazo (UFC-B). Adicionalmente, cultivos in vitro de
células de médula dsea de raton por 7 dias también desarrollaron colonias mixtas de célutas
hematopoyéticas, lo cual confirma la existencia de la UFC-B y refuerza la idea de que en la
médula dsea existen células progenitoras con la capacidad de reconstituir la hematopoyesis

en individuos inmunodeficientes (Metcalf y Mooge, 1971).

Sin embargo, las UFC-B no son consideradas como las mds primitivas, estudios
semejantes han revelado que al adicionar 5-FU a los ratones recuperados, el 99.5% de
UFC-B mueren, y sélo sobreviven células quiescentes con la habilidad de reconstituir la
hematopoyesis a largo plazo. A ostas células se les denominé pro-UFC-B o cdlulas tallo
hematopoyéticas (CTH) (Orlic y Bodine, 1994).

Las células talto hematopoyéticas dan origen a células precursoras comprometidas
de linaje multi o monopotente y se les denomina como unidad formadora de colonias

(CFU), la proliferacién y diferenciacion de estas células constituyen el compartimento de



las células maduras hematopoyéticas localizadas en la circulacion sanguinea y otros tejidos
{figura 1).
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Factores de crecimiento hematopoyétice

Con los primecros ensayos de cultive in viro se establecio que las  células
precursoras hematopoyéticas provenientes de la médula dsea de ratén, solo proliferan en
presencia de células estromales, o de medios condicionado {MC) de cultivo de células
integrantes del estroma de médula 6sea (Plunik y Sachs, 1965). Mas tarde se demostré que
la proliferacidn de las células precursoras hematopoyéticas era responsabilidad de factores
glicoproteicos presentes en el exudado. Estos factores, mostraban mayor actividad sobre un
linaje celular especifico; por ejemplo, el factor proveniente del MC de fibroblastos induce
la formacién de colonias del linaje monocito-macrofago (Metcalf y Burges, 1982). Por sus
propiedades, este grupo de moléculas recibié el nombre de factores estimuladores de
colonias {CSF's). Para la denominacion de cada factor, se antepuso la letra inicial del grupo
de células precursora que tiene como blanco principal; asi €l factor que da origen a los
macréfagos se le conoce como M-CSF, al de granulocitos G-CSF y al de ambos GM-CSF
(Metcalf y Burges, 1982), mientras que al factor que induce la proliferacion de varios
linajes incluyendo eosinofilos, eritrocitos, basofilos, megacariocitos, granulocitos-
neutrofilos, y monocito-macrofago, se fe denomind Mulii-CSF, también conocido como
interleucina-3 (IL-3) (Metcalf, 1993). La eritropoyetina (Epo), et M~-CSF y el G-CSF son
factores de linaje especifico para la generacion de eritrocitos, macrofagos y granulocitos,
respeciivamente (Dexter, 1989). Otros tienen actividad mas amplia como el GM-CSF, iL-3
o el factor de células tallo (SCF) citocina que favorece la proliferacion y sobrevivencia de

células tallo primitivas o seminales.

La identificacion y elonacién de genes de los CSF's asi como de sus receptores y la
produccion de citocinas recombinantes, aunado a la clonacion de células hematopoyéticas
sustentada por tos CSF's, ba facilitado la caracterizacion de estos y otros factores que
inducen la proliferacion y diferenciacion de células precursoras comprometidas e incluso de
células tallo hematopoyeticas. Al conjunto de estos factores, incluyendo a los CSF's se les

conoce como factores de crecimiento hematopoyético (FCH), o citocinas hematopoyéticas
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{Sieff, 1990}, aciualmente se conocen mas de 30 y la lista puede ir creciendo. Las citocinas
que modulan la actividad de las células hematopoyéticas se han dividido por su efecto
biologico v sus caracteristicas moleculares en varias familias; factores de crecimiento,
interleucinas, interferones, factor de necrosis tumoral, factor de crecimiento transformante
(Tabla D).

ara que los faciores de crecimicnto hematopoyético ejerzan su actividad deben
unirse a receplores especificos sobre las células blanco. La formacion del complejo
ligando-receptor trae como consecuencia el desencadenamiento de sefiales intracelulares a
través de la activacion de tir;asina cinasas, dando como resultado final fa activacion celular
(Linnekin, ef al 1992). En base a la homologia en los dominios relevantes en la
transduccion de sedales de los receptores, estos se han dividido en dos grupos principales:
12 familia de receptores de tirosina cinasa (RTC) y los receptores de las citocinas (RC). Los
primeros tienen un dominio citoplasmatico con actividad de tirosina cinasa responsable
directo de iniciar las sefiales intarcelulares. Los RC a pesat de que no se les conoce un sitio
evidenie de actividad tirosina cinasa, la union de su ligando induce la fosforilacién de
tirosina de varias fosfoproteinas celulares, muchas de ellas detectadas segundos después de

activado el receptor (Hallek, 1995 ).

Dos modelos generales se han propuesto para el papel de los FCH's en el control de
la diferenciacion de células hematopoysticas. El modelo instructivo o deterministico
establece que la citocina compromete a 1a céluta muliipotencial 2 un determinado linaje,
mientsas que en el estocastico solo soporta la proliferacion y sobrevivencia de células. Por
Io tanto la diferencia entre los dos modelos radica en que en el instructivo, los receptores
de la citocina transmiten sefiales para el comprometimiento a un linaje especifico
{Morrinson e/ al, 1995, Rodel v Link, 1996).



Familias Moléculas Sinonimos Células blanco principales
Faclores dc Multi-C3F H-3 Céls progenitoras multipotenciales
Crecimicato GM-CSF CSF- Macréfagos. neutrdfilos y cosindfilos

G-CSF C5F- Neutrdfitos

M-CSF CSF-1 Macrofisgos

EPC Erilrocitos

SCF Ligande c-kit Progenitores micloides y linfoides
Intexleucinas IL-1 Hemalopoyeting | Linfocilos Ty B

IL-2 TCGF Linfocilos T v actividad de NK

IL-3 Multi-CSF Céls progenitoras mullipolenciales

iL-4 BSF-1 Linfocitos Ty B

IL-5 BCGF-CST Eosinéfilos

|| BSF-2 Megacariocitos, linfocites Ty B

-7 Precussorcs By T, céls NK

n-8 NCF/NAP Activa neutrdfilos y monocitos

L2 P40 Linfocitos v critrocitos

IL-19 Suprimc act. de macrofagos

IL-t1 Céls progeniloras hemmopoyélicas

IL-12 Aumenia prolif. de oéls hematopoyéticas

iL-13 Linfocitos B

IL-14 Linfocitos B

IL-15 Linfocitos T

IL-16 Quimiotactico y acl de linfocitos

L-17 Esi céls cstromales a producis citocinas

iL-18 Ind prod de IFN-y en céls Ty NK
Interferdnes IFN-tx IFN dc leucocitos Act antitumotal y antiviral

IFN-B IFN d&¢ fibroblastos

JEN=y. 1EN inmune Act de macrdiagos,
Factores de TNF-0 Cachectina Efectos diversos en oéls, epitcliales
Necrosis Tumoral TNF-p Linfotixina
Faciores de crecimiento | TGF-u Fibsoblastos v prom angiogencesis
Transformanic TGF-p Inhibidor de peol de varies lipos ¢éls.
Factor ink. de lewcemia | LIF Céls. prog. dependientes de JL-3

Tabia 1. Citogings que modulan la actividad biologien de células hematopopéticas. (Tomado de Bentzen,

1994),

CSF, factor estimulador de colonias; M, macréfagos; G, granulocitos; SFC, factor de células tallo; BSGE,
factor de creciniiento de cétulas B: BSF, factor estimulador de células B; NCF, proteina activadora de
macrdfagos; EPO, eritropoyeting: 1L, inferlencina; Ind, induce; Act, Activa; Céls, Células; Prog,
Progenitoras; Prom, Promueve;




Lineas mieloides multipotenciales

El estudio de la hematopoyesis normal se ha facilitado gracias a la obtencién de
clones de lineas hematopoyéticas multipotentes "normales”, cuyas células pueden cultivarse
por tiempo indefinido pero retienen la capacidad de diferenciarse a muitiples linajes
celulares micloide y linfoides. Estas células son incapaces de reconstituir ratones letalmente
irradiados o generar cualquier forma visible de colonias de bazo in vivo, evidenciando la
pérdida de las propiedades normales caracteristicas de Yas células tallo. La incapacidad de
proliferar in vitro en ausencia de algin factor de proliferacion especifico, y la pérdida de
lumorigeuicidad in vivo apoyan fuerlemente el argumento de que estas lineas no son
malignas en ¢l sentido clisico, y constituyen una valiosa herrantienta para el estudio de la
diferenciacion hematopoyética. Las lineas de raton FDCP-2, B6SutA, B6JutA y 32D son
algunos ejemplos de este tipo de células (Humphires et al, 1981; Greenberger ef al, 1983;
Yoshikawa ef al, 1996},

La linea celular 32D, 1a cual es dependiente de interleucina-3 (IL-3), fue establecida
por cultivo a largo plazo de médula dsea de raton C3He/) inyectado con el virus de
leucemia Murina Friend, a pesar de liberar al medio cantidades detectables de transcriptasa
reversa, no libera virus infectivos y ademas no induce tumores cuando son transferidas a
hospederos histocompatibles. Por lo tanto la linea 32D es considesada como una poblacion
celular inmortalizada no maligna y ampliamente usada en el estudio de la hematopoyesis

{Greenberger ef al, 1983).

En la década de los 80's cuando se origind la linea 32D, se observéd que sélo
generaba colonias de células mast (Greenberger ¢ o/, 1983), posteriormente se derivaion
clones independientes de 1L-3, que proliferaban en presencia de GM-CSF, G-CSF y Epo
(Migliaccio er af, 1989). Mas recientemente se ha demostrado la diferenciacion hacia
geanulocitos-neutrofilos en presencia de G-CSF, con o cual se ha estudiado; la expresion

de genes involucrados en la diferenciacion (Fvi-1) (Morishita et al, 1992), la apoptesis al
8




ser transfectada con el gen bcl2 (32bcl-2) (Ridel y Link, 1996), y la evaluacion de la
expresion de receptores para citocinas (Hatris ¢/ af, 1998). También ha sido inducida hacia
el linaje monocito-macréfago en respuesta al GM-CSF, pero fue necesario estimular

primero la expresion del receptor para esta citocina. (Kreider ef al, 1990).

Diferenciacion monocito-macréfago y granulocito-neutréfilo

Los monocito-macrofagos y los  granulocito-neutrofilos, son  ficitmente
identificables en un frotis de medula 0sea o de sangre périferica, sin embargo, en estadios
mas tempranos de diferenciacion, 1a identificacion del linaje celutar puede dificultarse. El
desarralle de técnicas inmunologicas y anticuerpos monoclonales (AcMo) como
marcadores de superficie, han otorgado criterios adicionales para la identificacion precisa
de células mieloides de sangre periférica y sus precursores en la médula dsea. Algunos
AcMo como 82H5, R1B19 y $4-7 son caracteristicos de todo el linaje micloide, mientras
existen oiros propios de los precursores para neutréfilos y monocitos (PM81) (figwra 2).
Sumado a esto la expresidn de varios amtigenos que corresponden a trayectorias de
diferenciacion en los linajes granulocitico y monocitico, ha sido una valiosa herramienta en
1a identificacion de estas células hematopoyéticas en varias etapas de su maduracion (Stites
D, 1991).

Granulocito-neuirsfilo
Los neutrofilos polimorfonucleares son los leucocitos predominantes en la

circulacion, tienen una breve existencia entre su formacion en la médula osea y la

subsecuente actividad fagocitica y microbicida en los sitios de inflamacitn.



El desarrollo de los neutréfilos se ha dividido en seis sub-tipos morfologicamente
reconacibles; mieloblasto, promielocito, mielocito, metamielocito, neutrofilo en banda y
neutrofilo maduro. Su diferenciacion esta asociada con la reduccion del volumen nuclear y
celular, condensacion progresiva de la cromatina en heterocromatina inactiva y la aparicion

secuencial de granulos primarios (azurdfilos) y especificos (Jandl, 1991).

El primer precursor identificable en fa médula Gsen es el mieloblasto, presenta un
diametro de 15 a 28 jum con un gran niicleo redondo, cromatina finamente dispersa y varios
nucleolos, el citoplasma es escaso, moderadamente basofilo y totalmente agranular, en este
estadio es ligeramente positiva Ia tincion citoquimica cloroaceiato esterasa, especifica para
este linaje por lo que aumenta con la diferenciacion. La etapa promielocito presenta
caracieristicas semejantes a los migloblastos distinguiéndose por la aparicion de granulos
primarios positivos para mieloperoxidasa pero negativos para fosfatasa alcalina ademas de
perderse los antigenos Ts y MY-10. En el estadio mielocitico se adquieren los antigenos
Mol, MY$, CDI19, CD11b y el B34.3, y corresponde al periodo de cambios morfologicos
més notables, el borde de 1a cromatina nuclear es mas evidente y el nicleo es excéntrico,
aparecen granulos especificos o secundarios donde se detecta por primera vez la fosfatasa
alcalina, las mitocondrias disminuyen en nimero y los sacos del reticulo endoplasmico se
dilatan. E! resultado de la division del mielocito es el metamielocito, corresponde a una
célula pequefia con caracteristicas del newtrdfilo maduro, el fondo del citoplasma es
unifermemente rosa, el niicleo se vuelve indentado y pierde la capacidad para proliferar,
por lo tanto la maduracidn posterior consiste en la elongacion y segmentacion nuclear. El
estadio en bamda comesponde a neutréfitos jovenes y se encuentran en la sangre de
personas normales. Finalmente el mewtrdfilo polimotfonuclear es de tamafio pequefio, el
nicleo estd segmentado en dos a cinco lobulos conectados con una hebra de cromatina, en
ésta etapa del 80 al 90% son granulos especificos (Toba ef al, 1997, Dawson ef al 1994,
William, 1991, Zucker, 1988).

1i]



Diferenciacion funcional

Los neutréfilos polimerfonuclearcs se presentan de mancra temprana en la respuesta
inflamatoria. Para realizar su funcion en los tejidos son capaces de adherirse al endotelio
vascular, traspasar las paredes de los vasos capilares, migrar al sitio dafiado {quimiotaxis), |
reconocer las particular extrafias o microorganismos, fagocitarlos y tener actividad
microbicida (Stites D, 1991),

Neutséfilo
Promiclocito Mc{.lmlclocuo politmorfonuclear
Micloblasto Mielocito Céhlacn

DO

PMSLIA  PMBLIA PMRIIAEY, PMRILA  PMRBLIA  PMSLL4

Anlicucspos th e, b3, Mol, 3, Mol. I3, Mal, F3, Mol.
Monoclonales MY9, MYSMY MYBMY?,  MYE, MYS, MYS,
1GIO 9.1GI0  B4.3GIO 1610 iG10 1610

Receplores e

Tiagién
cloroaceiato
asterasa

Fagocitosis

Receptores para
complemenio

Cap microbicida independiente
de oxigeno

Cap.microbicida dopendiente
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Figura 2. Esguema de los diferentes estadios de diferenciacién del granulocito-neutrdfilo, representando la
diferenciacisn morfoldgica, funcional v marcadores de superficie (Aniicuerpos monoclonales, Acha).
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En &l transcurso de su diferenciacian el neutréfilo adquiere las caracteristicas
necesarias para cumplir sus funciones. En la etapa de promielocito aparecen los receptores
Fc, pero a pesar de que su funcion es promover la fagocitosis, ésta se da hasta la etapa de
metamielocito, cuando son adquiridos los receptores para complemento (CR; y CRy) que

reaccionan sinergisticamente con los Fc.

La capacidad microbicida se genera primeramente por mecanismos independientes
de oxigeno, a través de enzimas lisosomales presentes en los granutos y posteriorimente por
mecanismos dependientes de oxigeno, presentando la clasica explosidn respiratoria. Esta
funcion junte con la quimiotaxis son las dltimas manifestaciones de capacidades
funcionales y se observan plenamente hasta el estadio en banda y se sostiene en el

polimorfonuclear (Isoda er al, 1997; Inai et al, 1997, Glasser y Fiederlein, 1987) (fignra 2).

Monocito-macrofago

Casi todos los tejidos, organos y cavidades serosas alojan una poblacion de
fagocitos residentes, que permanecen de manera poco notable bajo condiciones normales, y
son de aspecto y funcién muy similares enire si. Sin embargo en algunos tejidos los
fagocitos son particularmente abundantes, o tienen caracteristicas morfologicas distintivas y
se conocen por nombres especificos: los ejemplos incluyen las células de Kupfier que
recubren los sinusoides de el higado, los osteoclastos en el hueso, y la microglia en el
encéfalo. Independientemente de su ubicacién y aspecto, todos estos fagocitos asociados
con los tejidos pertenecen a una linea celular simple conocida como el sistema fagocitico
mononuctear (Stites ef al, 1996). Este "sistema" incluye a los promonocitos y sus

precursores en fa médula 6sea, monocitos en la circulacion y macréfagos en los tejidos.

El linaje monocito-macrofago proviene de la multiplicacion y diferenciacion de la
UFC-GM, originando el estadio monoblasto que corresponde a células de tamaiio mediano,
micleo grande, con uno o dos nucleolos, indistinguibles de los blastos o mieloblastos. La
generacién de promonocitos a partir del monoblasto va acompafiado de cambios evidentes,
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siendo fécilmente reconocibles por su gran famafio y cantidad de citoplasma, nicleo
identado y de forma irregular, el promonocito es liberado a la eirculacion como monocito,
estas son células relativamente grandes, con niicleo en forma de rifion, cromatina nuclear
laxa y su citoplasma abundante que contiene finos granulos azurofilos. Los monocitos no
son muy abundantes en la circulacion periférica, donde representan dnicamente de 1 a 6 %
de todas las cétulas sanguineas nucleadas, en el raton tiene una vida media en la circulacion
de I8 horas, migrando a ios tejidos transformandose en meacrdfage, adoptando propiedades
morfotogicas y funcionales caracteristicas del tejido en el cual residen (fignra 3) (Zucker,
1988).

Muchos de los anticuerpos para el linaje monocito-macrofago son compartidos con
los granulocitos-neutrdfilos y su precursor (UFC-GM), ¢jemplo de ellos son ¢l PMBI,
LAF3, 1G10, la, MY, etc.., de igual manera algunos se generan en el estadio monoblasto
{Mo), 5F1, MY8), o hasta |a etapa monocitica (CD11b, MY3), y otros son perdidos {(1G190,
RIBI9,) en el transcurso de Ja diferenciacion (figrira 3) ( Glasser y Fiederlein, 1987).

Diferenciacion funcional

En general, el sistema del fagocito monomiclear estd compuesto de células que
poseen organelos desarrollados para a fagocitosis, endocitosis y actividad microbicida.

En la etapa de promonocito aparece la capacidad de endocitosis, movilidad y
adherencia a superficies de vidrio, inicia 1a expresion de receptores Fc y C3b y presenta
tincion peroxidasa positiva y aumenta la tincion para acetato esferasa, tincion especifica del
linaje monocitico que se observa desde el estadio de monoblasto. En [a etapa de monocito
se origina la actividad fagocitica y microbicida, en los que también existe respuesta a la
inflamacién y estimulos quimiotacticos. Finalmente los macrofagos se diferencian de los
monocitos por su alta actividad enzimética, fagocitosis v la existencia de mas receptores
para inmunoglobulina y complemento, los grinulos que contienen peroxidasa son perdidos

y aparecen lisozimas con enzimas hidroliticas (Stites D, 1996; Jandl, 1991; William, 1951)

(figura 3).
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Figura 3, Esquema de los diferentes estadios de diferenciacion del monocito-macrdfago, representando Ia
diferenciacion morfologica, funcional y marcadores de superficie (Anficuerpos monoclonales, Ackfo)..
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Maoléculas difereciadoras distintas a los FCH's

La generacion de macrofagos y granulocitos a partir de la UFC-GM, es promovida
por algunas citocinas como el M-CSF, G-CSF y GM-CSF. Sin embargo existe una variedad
de agentes quimicos en los que se ha demostrado su capacidad de inducir diferenciacion en
células de leucemia mieloide. Por lo tanto, el efecto diferenciador de moléculas como el
dimetit sutfoxido (DMSQO), miristato de forbol (TPA), mizoribina, tetraoxido de arsénico y
acido retinoico (ATRA) entre otros, han sido evaluado in vitro en lincas celulares de
leucemia mieloide, quienes sufren diferenciacion principalmente hacia el linaje

granulocitico o monocitico (Takeda et af, 1982; Chen ef al, 1996; Moore, 1994).

El compuesto diferenciador mis potente y mejor estudiado es el ATRA, ademaés de
inhibir 12 profiferacién e inducir diferenciacion de célwlas malignas i vitro, ha demostrado
inducir una remisién completa en pacientes con leucemia promielocitica aguda (LPA)
{Chomienne ef al, 1990). Su accién, en una variedad de tipos celulares, es mediada por la
interaccién con su receptor nuclear, conocido como recepior de dcido retinoico (RAR).
Estos recepiores tienen sitios de union de alta afinidad 2l ATRA y a algunos de sus
metabolitos. El complejo ligando-receptor activan directamente la transcripcion de genes
blanco por la unidn a secuencias especificas de ADN (Breitman ef al, 1994, Dawson ef al,
1994). En varios procesos celulares, incluyendo la diferenciacion, esta implicada la
fosforilacion/desfosforilacion de proteinas, incluso sé ha observado que durante la
inhibicién de ia proliferacion y diferenciacion celular por ATRA se regula la actividad

catalitica de proteinas serina/teorina fosfatasas (Omay ef al, 1995).

A pesar de que el ATRA induce una remision completa en el 85% de los pacientes

con LPA, existen dos limitaciones clinicas, cominmente del 5 al 25% de los pacientes
sufren el sindrome del dcido retindico, que causa una progresiva hoxemia y fallas
multiorganicas, ademas, de }a mayoria sufre una recaida con resistencia al tratamiento con

ATRA. se propone que en la resistencia al ATRA de estos pacientes, estin implicados dos
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tipos de receptores para los retinivides; el RAR y el RXR (receptor para retinoides). En las
células con respuesta positiva al ATRA, comtimmente forman el heterodiniero RAR/RXR.
Estudios in vitro con céfulas HL-60 resistentes al ATRA sugieren que se forma el
homodimero RXR/RXR. Estos datos perniten especular la posible existencia de células
leucémicas en los pacientes con caracteristicas similares de forma tal que provoque la
fesistencia al tratamiento (Dawson ¢f al, 1994; Toba ef o] 1997). También se ha propuesto |
que a recaida puede ser consecuencia de un incremento en los niveles de citocromo P-450 ‘
el cual impide mantener los niveles necesarios de ATRA en el plasma necesarios para su
actividad (Breitman ¢f ai, 1994). ) |

16




DERIVADOS DE LA CASEINA

La caseina es la principal proteina de ia leche, se encuentra en forma de micelas
compuestas por cuatro clases de cadenas polipepifdicas desighadas -y, a-, § ¥ %-
caseinas, que junto con algunos derivados formados por protedlisis de estas cadenas son
incluidas en la categoria de caseinas. La caseina, insoluble en agua, puede ser diluida en un

aleali a pH 6.6 produciendo derivados solubles conocidos como caseinatos (Hall, 1971).

El caseinato de sedio se obtiene disolviendo caseina en hidroxido de sodio y
posteriormente sometido a evaporacitn, con lo cual s¢ obtiene un polve blanco sin sabor, ni
olor, soluble en apua y contiene un 65 % de proteinas. Debido a su excelente valor
nutricional es ampliamente utitizado en la industria alimenticia (generalmente usado del 2
al 4 % del total de sélido en e producto), como fuente de proteinas en cereales y otfos
producios secos, especialmente en alimentos para bebes, productos dietéticos y para
diabéticos (Walstra, 1984).

En el campo de la investigacion, el caseinato de sodio y la caseina, son compuesios
que al ser inyectados intraperitonealmente en ratones inducen una respuesta inflamatoria,
participando como agentes quimioticticos para leucocitos, lo cual favarece la migracion de
neutréfitos y posteriormente de macrofagos a la cavidad peritoneal (Pasotti, ¢r af 1993).
Hasta hoy el CasNa es utilizado basicamente para obtener un gran nidmero leucocitos para
evaluaciones in vifro o analizar leucocitos activados. Sin embargo algunos estudios
sugieren que pueden inducir 1a produccion de citocinas, de hecho se ha demostrado que en

¢} suero y en la cavidad peritoneal de los ratones inyectados con CasNa y LPS se presenta

actividad formadora de colonias para granulocitos (G-CSF) y macréfagos (M-CSF) (Lotem
y Sachs, 1985),




Péptidos provenienies de Ias proteinas de la leche

Desde hace algunos afios, varios auteres han descrito péptidos bicactivos
provenienies de las proieinas de la leche. Estos péptidos, inactivos dentro de 1a secitencia de
la proteina madre, pueden ser liberados por protedlisis enzimatica, come por éjemplo
dusante la digestion gasirointestinal. Una vez liberados en el cuerpo pueden actuar como
compuestos reguladores con actividades semejantes a hormonas (Meisel, 1997). Aunque
existen olros animales y plantas que contienen secuencias potencialinente bioactivas, las
proteinas de la leche son 13 fuente principal de un amplio rango de péptidos biologicamente
activos (Kayser, 1996) (qabla 2). |

Efectos biolégicos de les péptidos derivades de las caseinas

Recientemente, se ba identificade un amplio rango de actividades biologicas
mediada por los péptidos derivados de Ia leche. Estos pueden ser antagonistas o agonistas
de opioides, intiibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), acarreadores de
diferentes minerales y poseer actividades antimicrobianas y antittombdticas (tabla 2),

En telacion a los péptidos provenientes de las o, § y k-caseinas tienen variados
efectos en el sistema inmune, asi se ha reportado immunoreactividad de linfocitos de
sangre periférica {L.SP) estimulada o suprimida por péptidos como la T--casomorfina y
10-B-casokinina, incluso se ha observado que a bajas conceniraciones suprimen la
profifesacién de LSP pero es estimulada en concentraciones alas (Elitsur ¢ al, 1991,
Kayser, 1996).

Los neutrofilos polimorfonucleares kumanos (NPM) también se ven afectados por

los péptidos derivados de las caseinas en algunas de sus funciones basicas, como la
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produccién de radicales libres de oxigeno, produccién del anidn superdxido y teucotrieno
B* (Rabgaoui e/ af, 1994). Los fragmentos 194-199 de la caseina-q; y 63-68 de la -
caseina han mostrado que estimulan la fagocitosis de eritrocitos de carnero por macréfagos
de raton y gjercen un efecto de proteccion contra la infeccion de Klebsiella prewmoniae
(Kamipa 1 af, 1996).

Recientemente, ha existido interés en evaluar el efecto de las casomorfinas en la
proliferacion de células tumorales, y se ha demostrado que en lineas de cancer de préstata
{LNCaP, DUI4S y PC3) en presencia de la o-caseina 90-95 y 90-90, B-easomorfina 7 y 1-

3, ¥ Ja tgi-casomorfing, existe una disminucion en la proliferacion dosis-dependiente

(Kampa ¢7 al, 1996), posteriormente se observo el mismo efecto en la linea de cincer de
prostaia TA7D (Kampa ef al 1996;).

La inhibicion de la proliferacion de las lineas de cancer de seno y préstata fue
observada primeramente en presencia de agonistas opioides (etilketociclazicina, etorfina,
encefalina y morfina), pero blogueado con e! anfagonista general de opicides
(diprenorfina), por fo que se propone Ia existencia de sitios de union especificos (receptores
Opioides) en estas lineas celulares. El efecto antiproliferativo de las casomorfinas también
fue reversible, aungue de manera parcial con el antagonista diprenorfina. (Kampa ef af
1996; Kampa e af 1996; Hatzoglou ef af, 1997). Ademas en varios estudios donde se ven
implicadas las casomorfinas se ha observado que su actividad es reversible con naloxone,
otro de los antagonistas universales pata receptores opioides, por lo que es aceptado que

estos péplidos actlian via receptor opioide (Elitsur e al, 1991; Meisel ¢f al, 1997).




Secuencia peptidica | Fragmento | Nombre Funcién biolbgica
Cg-CASINS
RYLGYLE H-O6 a-casein exorfing Agonista opiotde, sistema inmune (neulréfilos),
inhibe prolif. Céls. tnmorales
RYLGYL 90195 a-cascin exorfina Agonisia opioide, inhibe prolif. céls, tumorales
YLGYLE 2196 a-~cascin exorfing Agonisia opioide
FFVAP 23-27 asl-casokinina-5 Inhibidores do angiotensina
FPEVFGK 28-34 asl-casokining-7 | Sistema inmww
TTMPLW 194199 osl-casokinina-6 Sistema inmunc
DIGSESTEDOQAMEDIM | 43-58 Caseinofosfopeplide | Acircadores de mincrales
OMEAESISSSEEIVPNS [59.70 Cascinofosfopeptido | Acarreadores de mincrales
VEQK
YVPXP 158-162 osl-casomorfina Agonista opioide, inhibe prolif. céls. temoeales
f-caseina
YPFPGPIPNSL 60-70 B-casomorfina-11 Agonista opioide
[YPFPGPI 60-643 B-casomorfina-7 Agonista opioide, Inhibidores de angiotensina
YPFPG G064 p~casomordini-5 Agonista opioide
AVPYPQR 177-183 P-casckinina-7 inhibidores de angiotensina
RELEELNVPGEIVESLS | 1-25 Cascinofosfopepride | Acamreadores de mincrales
SSEESITR
YPFPG 1-5 fi-casotmorfing-5 Inhibe prolif. Céls. tumorales
VEFPGRI -7 p-casomortina inhibe prold. Céis. tumorales
K-caseina
SRYPSY.OCH3 3338 Casoxing-6 Antagonista opioide
YIFIQYVLSR 25-34 Casoxina-C Anlagonisty opioide
MAIPPKKNQDK 106-116 Casoplatelina Actividad antitrombdiica

Tabla 2. Fanciones biotégicas de los fragmentos bioactivos derivados de las a, By x caseinas. (fomade y modificado

e Meisel et al, 1997)




Receptores opioides en el sistema inmune

Los péptidos opieides estan involucrados en numerosos proceses fisiologicos que
incluyen el coutrol del dolor, respuesta al estrés, locomocién y conocimiento. El sistema
opioide consiste en una familia de péptidos endogenos (endorfinas) producidos por a
hipofisis bajo el conirel del hipotilamo, que pueden actuar a fravés de tres clases de
tecepiores de membrana designados 1, 8 y «. Estos receptores son también blanco de
drogas opioides exdgenas con fuertes acciones psicotropicas y analgésicas (Gavériaux er
al, 1995),

Las evidencias del papel de receptores opicides en la modulacion del sistema
inmune se han incrementado en los dltimos afios y malliples repories describen efectos
supresive o estimuladores en modelos tanto iw vivo como in vifro. Paralele a esto se ha
demosirado Ja existencia de receptores tipo opicide en células del sistema inmune.
Inicialmente se obsetvaron por la unién de ligandos sintéticos especificos, detectandose el
recepior & en linfocitos v leucocitos de sangre periférica (Carr ef af, 1988) y el receptor « ¢l
la linea monocitica P-388 (Carr et al, 1991).

La reciente clonacion del receptor opicide & en una linea celular de neuroblastoma
de ratdn y la identificacion de los homoélogos 8 y « del cerebro de roedores, han ctorgado
herramientas moleculares (RT-PCR) para probar la existencia de los recepiores opicides en
el sistema inmune. Asi se ha concluido que a pesar de que no estin distribuidas
ampliamente en el sistema inmune, €l receptor |1 se encuentia en monocitos y linfocitos de
sangre periférica, mientras que el receplor & se expresa en algunas lineas de célufas T
{(MOLT-4, CEM, HSB2) y de monocitos (U937} (Gavériaux ef al, 1995).

Los receptores opioides presentes en las células del sistema inmune son funcionales,

puesio que la morfina afecta la proliferacion de la linea monocito-macrofago Bac 1.2 F5,
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via receptor opioide 5 (Roy ¢f al, 1996). Ademas se ha observado un aumento en el niimero
y tamafio de colonias en cultivos de médula dsea en presencia de M-CSF y LPS al adicionar
B-endorfina, efecto blogueado por el antagenista opioide naloxone, proponiéndose que la §-

endorfina actita via receplores opioides en estas células precursoras (Hagi ef al, 1995},




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dada la alta agresividad de la radio y quimioterapia usada en pacientes leucémicos,
ha surgido la necesidad de encontrar nuevas aliernativas terapéuticas. El acido retinoico ha
demostrado favorecer la diferenciacion de células leucémicas promielocitica aguda, tanto in
vifro come in vive, incluso se usa como primera opcion en ¢l tratamiento de este tipo de
teucemias, sin embargo ha mostrado limitaciones clinicas, concretamemente, los pacientes
legan a suftir recaidas y presentan resistencia ha posteriores tratamientos con ATRA,
presumiblemente por su mecanismo de accion y metabolismo (Breitman ¢/ a/, 1994; Toba
et af 1997 ). Por lo anterior sigue vigente la necesidad de encontrar nuevas estrategias para

irducir difereaciacion ianto en células normales como leucémicas.

Recientemente, se demostré que el caseinato de sodic (CasNa), un agente
inflamatorio usado parsa favorecer la migracién de niacréfagos y granulocitos a la cavidad
peritoneal de ratén (Lotem y Sachs, 1985), induce la liberacion del factor estimulador de
colonias de macrofagos (M-CSF) en los granulocitos-neuirdfilos de la cavidad peritoneal de
ratdn (Santiago ef af, (994). Ademas, 1a exposicion al CasNa de células en banda obtenidas
de médula dsea, induce una alta tasa de diferenciacion hacia neuiréflilos segmentados y
muerte por apopiosis en un tiempo menor comparado con el G-CSF (factor estimulador de
colonias de granulocitos), adicionalmente las células produjeron M-CSF con fuerte
actividad biolGgica (Bautista, 1998 tesis).

A pesar de existir evidencias de que el CasNa es un diferenciador y activador de
granulocitos, se desconoce si también modula la profiferacion y diferenciacion de células
micloides prinsitivas. Por lo que e presente trabajo, pretende conlestar esta interrogativa

usando como modelo a 1a linea mieloide primitiva 32 D, dependiente de IL-3.
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HIPOTESIS

El CasNa a mostrado ser un agente quimiotactico para neutofilos y macrdfagos,
ademés acelera la diferenciacion de células en banda a neutréfilos segmentados. Es posible
que el o los mecanismos por los cuales el CasNa ejerce su efectos en [as etapas terminales
de Yos linajes granulocito-neutrofilo sea compartido con células mieloides mas primitivas. ,
La exposicion del CasiNa a la linea micloide muhipotencial 32D, una linea con capacidad
de generar tanto granulocitos como  monocito-macrofagos, permitird evaluar si su efecto

diferencizader abarca células mieloides mas primitivas,
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OBIJETIVO

General

Determinar si el caseinato de sodio (CasNa) induce la diferenciacion de la linea

hematopoyéiica mietoide primitiva de raton 32D.

Particulares

Determinar ¢l tiempo y fas concentraciones de CasNa necesarios para inhibir la

proliferacion de a linea 32D. 1

Evaluar si se afecta la viabilidad de Jas células32DD con las concentraciones de

CasNa y el tiempo de cultivo necesarios para infiibir la proliferacion.
Analizar si la reduccidn en la protiferacion proveeada por ¢l CasNa, va acompaiiada
de cambios morfologicos en los blastos de las células 32D hacia algin hinaje

hematopoyética.

Determinar a que finaje hematopoyético comesponde la difereaciacion provocada

por el CasNa en las células 32D,

Evaluar si ademas de la diferenciacion morfoldgica inductda por el CasNa existe

diferenciacién funcional en Jas células 32D,
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MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares

La linea hematopoyética mieloide multipotencial 32D dependiente de IL-3 (Haris
ef al 1998, Morishita et al, 1992) fue gentilmente donada por la Dra. T. Hoang
(Laboratorio de Hematopoyesis y Leucemia, Montreal: Quebec Canadd), se cultivé en una
atmosfera al 5% de COy y 37° C, en medio Iscove’s Modified Dulbecco’s (Gibco BRL
USA), suplementado con 10% de suero fetal bovino previamente desactivado (Gibco BRL
USA) y 0.5 ng/ml de 1L-3 o medio condicionado (MC) de WEH! 3BD+ al 10%. Tl cultivo
fue mantenido con una densidad inicial de 1 X 10° células/ml y resembrando a las 4% hrs al
Ilegara 1 X 10° célutas/m! en cajas Petri (Fisher Brand, Denmark}). Las concentraciones de

IL-3 y MC de WEHI 3BD+ empleadas fueron obtenidas mediante ensayos dosis-tepuesta.

La linea leucémica mielomonocitica de ratén WEHI 3BD+ (ATCC TIB-68) fue
cultivada bajo las mismas condiciones que la linea 32D, y suplementada con 2-
mercaptoetanel 0.05mM (Sigma Co. USA}. La actividad de su medio condicionado se
evalud medianie la formacion de colonias de células de médula Gsea de tatén, en ensayos

de bicapa en agar {(Lotem y Sachs, 1985).
Ensayos para evaluar ol efecto ded CasNa

Las célutas 32D fueron cultivadas en placas de fondo plano de 96 pozos (Nuncton,
Denmark), con una densidad inicial de 25, 000 células/ml en las condiciones ya descritas

(IL-3, 0.5 ng/ml), y en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de CasNa o

ATRA (4cido retinoico como testigo positivo) durante 48 o 96 horas.
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Al emplear al ATRA como agente diferenciador de la linca 32D se obtuvieron
resultados favorables a concentraciones cercanas a 1pM, por lo que fue utilizado como

contro! positivo de diferenciacion.

El ATRA se solubilizd en etanol absoluto (Taimi M y Breitman T, 1997) a una

conceniracidn Stock de 2 mM, manteniéndose a -20°C hasta su uso.

Fl Caseinato de Sodio (CasNa) (Difco Laboratories, USA) se disolvié en PBS al
10% wiv, y se almacend a 4 C.

La B-caseina, caseina y el fragmento 1-5 P-casomorfina se solubilizaron en PBS a
concentraciones de 10 mg/ml, 10 mg/m! y | mM respectivamente.

En ios ensayos se anexaron controles con la concentracién final de etanol y PBS en
el cultivo (0.5% y 2% respectivamente), sin encontrarse diferencias con el negaiivo en los

parametros medidos (control).

PROLIFERACION

Después de transcurrido el tiempo de cultivo indicado, se estimo ¢l nimero celular
por conteo directo después de resuspender Ia muestra y colocarse una alicuota en un
hemocitbmetro y realizar la conversion correspondiente para calcular 1a densidad celutar
(Isoda el al, 1997).

VIABILIDAD

Para evaluar 1a viabifidad celular se empled ¢l método de exclusion al Azel Tripano
(Sigma Co. USA) mezclando a una proporcion 1:1 del colorante y la muestra celular ¢
incubando 5 nHinutos a temperatura ambiente. La diferencia entre células muertas (tefiidas
con colorante) y vivas se realizo con la ayuda de un hemocitometro (Rodel p Link, 1996.

Chen et al, 1996).
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DIFERENCIACION

Marfologica

Se realizé un frotis y se tifid con el colorante Giemsa, distinguiendo {os blastos de
los estadios diferenciados por su tamaito, forma del micleo y la proporcion
nicleo/citoplasma (apéndice A) (Greenblatt y Elias, 1992, Zucker ef al, 1988; Harris e/ al,
1998).

Citoquimica

Para identificar con mayor precision los linajes celulares, se realizaron técnicas
citoguimicas especificas para el linaje monocito-macréfago (Alfa-naitil acetato esterasa) y
para el granulocito-neutrdfilo (cloroacetato esterasa) (apéndices B y C) ( Zucker ef al,
1988, Migliaccio er al, 1989; Isoda er ai, 1997).

Funcional

La diferenciacion funcional fue evaluada mediante la reduccion del NB'T ¢Nitro azul
de tretazolio) por los antones superdxido, que indica la capacidad micrebicida de monocitos
y newirdfilos {Sonnenwirle, 1986, Breitman, 1990; Nabeshima, 1997) (apéndice D),

parametro usado para evaluar la diferenciacion funcional de las células 32D.

Varios

Cada experimento fue realizado por duplicade v repetido tres veces de manera
independiente, los resultados son expresados con la media y su desviacion estandar. En los
ensayos de diferenciacion (morfoldgicos, citoquimicos y funcionales) se contaron al menos
200 células por preparacion y s¢ iomaron fotografias a 100 x en un microscopio
OLYMPUS BO71.
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' RESULTADOS

El caseinato de sedio abate Ia proliferacién de 32D

Al evaluar la proliferacion de 32D a las 48 y 96 horas de cultivo en presencia o
avsencia de 0.1, 0.3. 0.5, 1.0 y 2 mg/ml de CasNa, solo se observod una disminucion de Ia
proliferacion y en forma dosis-dependiente a las 96 horas. De hecho fa inhibicion inicid con
0.3 mg/ml y se redujo hasta un 66% con 2 mg/ml, valer semejante al control positive
{ATRA M) (grdfica ).

Nimero celular X (10y
2500 -
000 T : |
+h »
1500
0 — —h .
Gontrol ATRA Caale Cagha Cosln Caahlo Coao Tratamichto

“o 04) 03 05 1% riy]

{irdfica . Proliferacidn de 320 después de 96 horas de cullive en presencia o ausencia de
Caseinato de Sodio (CasNa mg/oil} p Acido Retinoico (1TRA pi}.

28




La inhibicion de Ia proliferacién no es consecuencia de muerte celular

Para descartar que el efecto inhibitorio de la proliferacion de 32D sea por toxicidad,
se evalud la viabilidad al tiempo y concentraciones en que el CasNa y ATRA abatieron la
proliferacion. El resultado es claro, tanto las células expuestas al CasMa como el ATRA

tienen una viabilidad alrededor del 90 %, valor similar al control (grdfica 2).

% & viabilidad

40 bl —
20 §- N
0 . - _ :
Conlrol ATRA Cashn CasNe Cashim Tratamiento
.. {05 (1.0) (20

Grdfica 2 Viabilidad de 321 tratadas con CasNa (mgiml) y ATRA (1M) despiiis
de 96 horas de cultivo.
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El CasNa promueve un cambio morfoligico de las células bidsticas 32D hacia €l linaje
monocito-macréfago

Una primera caracteristica tangible de diferenciacion que se estimo fue el cambio
en la morfologia que sufiieron Jas 32D con los distintos tratamientos. El control no sufrié

cambios morfolégicos, por tanto siguieron siendo blastos (fotografia Ia), mientras que en

|
las tratadas cor CasNa y ATRA existe un cambio evidemte {forografia 1 b y o) !
caracteristico del linaje monocito-macréfage (aumento de tamaiio y disminucion en la |
relacidbn nucleo/citoplasma). El porcentaje de células con esta morfologia aumentd i
ligeramente a miedida que se incrementa la concentracion del CasNa y el ATRA fgrdfica 3.

No se encontraron ¢élulas con morfologia de otros linajes a excepcion del

granulocito-newtrofilo por debajo del 5%, similar al control.

B | | C

fotografial. Morfologia de células 321 tefidas con (Hemse despuds de 96 horas de tratamtento. A) Control

negative, B) CasNa, Imganl, C) ATRA 1 1M 100 .




% de células
monacito-macréfago

&0
45
40
35 -
0
25
20
15
10
5

0 v — . . —_—
Control CasNa CasNa Control ATRA ATRA
{0.5) {2.0) {0.5) {2.0)

Tratamiento

Urdfica 3.Porcenigie de células con marfologia monocile-mecréfago.
Tratadas con CasNa (mg/mi) y ATRA (M)
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Identifiencién citoquimica para el linaje menocite-macréfago.

Una vez que se reconocid un cambio en la morfologia hacka el linaje monocito-
macrofago, fue necesario confirmar el linaje celular mediante una catacterizacion
citoquimica. Se ulilizaton tinciones especificas lanto para monocios (Alf-naftil acclate
esterasa) como granutocitos-nienirofilos (cloroacetato esterasa) (apéndice B y C).

Las células tratadas con CasNa y ATRA se muesiran positivas para Ia tincion del
linaje wienocitice (Fotografia 2 ¢ y o), manifestando un precipitado color marron en el
citoplasma semejante al contro! positive (la linea macrofagica P-388) (FFotografia 2 a), pero
ausente en las 32D sin tratar (fotografie 2b). El porcentaje de células positivas alcanza
hasta un 35 % (grdfica 4) con la mayor concentracién de CasNa.

En la tincion para granulocitos-neutrofitos existio un porcentaje menor al 5% de

células positivas tanto ¢n el control negative como en las células tratadas con CasNa y
ATRA.

Fotografia 2. Células teRidns con alfi-naftil acetato esierasa. (a) P-388, (h.c v d)
células 320 donde, (b} Control negativa () ATRA 1 gd, (d) CasNa. | mginl.
Cultivada por 96 horax 100X




% de células positivas

Cortrol ATRA Casha Casha Cashh Tratamiento
(1o €S 9 29

Grifica 4. Porcemaje de células positivas para la tincién de esterasa
especifica. CasNa mgiml, ATRA M.
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Diferenciacion funcional de las células 32D

Una caracteristica de diferenciacion funcional de macréfagos y neutrofilos es la
actividad microbicida mediante la produccién del anion superoxido, esta caracteristica se
evalué por la reduceion de NBT, utilizando granulocitos-nentréfilos obtenidos de médula
ésea de raton CD-1 como contrel positivo {apéndice D).

En ninguno de los ensayos se observd la presencia de células positivas en el control
negativo (fotografia 3 a), mientras que las tratadas con CasNa y ATRA,
independientemente de la dosis empleada, fueron NBT positivas pero en porcentaje bajos

(aproximadamente 2% al 4%) (forografia 3¢ y d).

fad
_ll ‘\I

.

C ) b

Fotografia3. Reduccion de NBT . A), 32D sin tratamiento B) Granulocitos de
méduta dsea como control positive, C) 3213 en presencia de ATRA y D) CasNa
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Efecto de oiros derivados de 1a caseina en las células 32D

Para tratar de entender €l posible mecanismo de accién det CasNa se compard su
efecto con el de la caseina, la B-caseina y un péptido bicactivo de la i-caseina (péptido ¥-5
B-casomorfina). Los resultados indican que todos tienen efectos similares al CasNa, tanto

en proliferacion como en el cambio morfolégico hacia el linaje monocito-macréfago (fabla

3).

“TRATAMIENTO % DE INHIBICION DE 1A % DE CELULAS CON
PROLIFERACION MORFOLOGIA MONOCITO-

MACROFAGO

NEGATIVO 0 5

CasNa 66.3+/-49 32

(1 mgfml)

PCASOMORFINA 1-5 67 +/-12.7 26

(0.1 mM)

B-CASEINA 497 +-12.7 33

{1 mg/ml)

CASEINA 61+~ 17 39

{1 mg/mi)

Tabla 3. Efecto de otros derivados de la caseina en las células 320, Evaiuados a
las 96 horas de culiive.

36

e emanamal oo



DISCUSION

La cascina v uno de sus derivados, el caseinato de sodio {CasNa) (Halt, 1971), han
exhibido efectos similares como agentes quimiotacticos para granulocito-neutrofilos y
monocito-macrofagos de cavidad peritoneal de raton (Lotem & Sachs, 1085, Pasotti ¢f al,
1993). Recientemente se encontré que ¢l CasNa también activa y acelera la diferenciacion
de células en banda extraidas de médula dsea de raton hacia granulocitos segmentados,
{Bautista M, Tesis 1998). Ahora damos evidencias de que el CasNa actia como un agente

inducior de diferenciacion en 1a linea celular hematopoyética primitiva (32D).

Las células 32D expuestas al CasNa en concentraciones proximas a lmg/ml
disminuyen su peoliferacién hasta en un 60%, actividad que no se debe a una toxicidad dei
CasNa o efecto def vehiculo. Estudios previos establecen que la reduccion de la division
celular es una caracteristica de células en cierta eiapa de diferenciacion (metamielocitos,
promonocitos), o de células completamente maduras ( Zucker D er af, 1988; Taimi M y
Breitman T, 1997 ), por lo tante consideramos que las células 32D estan en un proceso de
diferenciacidn. Nuestra hipdtesis fue confirmada al observar que las células tratadas con
CasNa sufren cambios morfologicos tipicos hacia el linaje monocito-macrofago.
Considerando que la linea 32D es reconocida como multipotencial v ha sido diferenciada
hacia neutrdfilos y monocitos {Valteri M e¢f of 1987, Kreider B er af 1990), fue necesario
confirmar la morfologia observada, mediante tinciones citoquimicas especificas para cada
linaje ya sea granulocito-neutrdfilo o monacito-macrofago, resuftando células positivas
para esterasa no especifica en presencia de CasNa, o que indica su diferenciacion hacia

monocito-macrofago.

Debido a que las células 32D control (ausencia de CasNa o ATRA) no muestran
tincioén especifica para granulocitos o monocitos, permite confirmar que estas células por lo
menos son CFU.GM, ya que el siguiente paso e¢n el camino de diferenciacién son

mieloblastos (linaje granulociiico) o monoblastos (linaje macrofagico) y ambos grupos de
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células ya experimentan tincion linaje especifico (Sun T er al, 1985; Li C et ai, 1973). Estos
datos indican que CasNa tiene como blanco por lo menos a células bipotenciales, aunque la

32D se reporia como multipotencial (Migliaccio ef al, 1989)).

Por ofro lado )a fagocitosis y la actividad microbicida son funciones del linaje
macrofigico en estadios terminales de diferenciacion. La actividad microbicida es
consecuencia de la capacidad de la célula para convertir oxigeno en metabolitos téxicos
como el anion superéxido, y es considerada como una prueba de diferenciacion funcional
que puede ser evaluada por reduccion de NBT (Breitman T, 1990). Conio se esperaba en
los controles (sin fratamiento y vehiculo) no se enconird una sola célula NBT positiva, pero
si en aquetlas tratadas con CasNa, aunque solo en aproximadamente el 4% de la poblacién.
Considerando que la capacidad microbicida es una de Ja Gltimas en adquirirse en ¢l linaje
monocitico (Glasser y Fiederlein, 1987), nuestros datos indican que tanto el CasNa como el
ATRA, bajo nuestras condiciones y tiempo de culiivo no inducen una diferenciacion
compleia en este grupo de células.

La linea 32D, a pesar de ser considerada como normal, no responde a muchas
citocinas (GM-CSF, M-CSF, 1L-1, WL-4, 1L-6), pero si son tratadas previamente con G-
CSF, se estimula 1a expresitn de receptores para GM-CSF y slo bajo esias condiciones el
GM-CSF es capaz de diferenciarlas a monocitos después de 6 dias de cultivo (Kreider B e
al 1990), sin embargo, sorprende ¢l efecio del CasNa en las células 32D, ya que induce el

mismo efecto en tan slo 4 dias v sin tratamiento previo,

Recientes investigaciones consideran a fas proteinas de la leche como fucute
principal de una variedad de péptidos biolégicamente activos, los cuales actian de forma
similar 2 las hormonas. Estas secuencias, inactivas cuando forman parte de la estructura
primaria de la proteina madre, son liberadas por protedlisis enzimética in vivo o in vitre,
incluso se ha observando que los leucocitos de sangre periférica son capaces de degradar a
1a p-caseina (Verdi R y Bacbando D, 1991; Elitsur Y, 1991; Meisel H, 1997). Lina posible
explicacién del efecto del CasNa, caseina y P-caseina en la 32D es que estas células
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también tengan la capacidad de degradar a estas moléculas y los péptidos liberados sean
los responsables de la inhibicidn en la proliferacién y diferenciacion observada. La
participacion de los fragmenios de )a caseina en la profiferacién y diferenciacion de tas 32D
es innegable puesto que el fragmento 1-5 de la B-caseina {1-5 P-casomorfina), mostrd el

mismo efecto de 105 demas derivados de la caseina (tabla 3).

En los ultimos aios varios investigadores han demostrade que los péptidos
bioactivos sintetizados o aislados de las a, P y x caseinas, afectan a células del sistema
inmune, entre ¢llos esta la activacion de neutrofitos (Rabgaoui N, 1994) y proliferacion de
linfocitos (Kayser H, 1996, Elitsur Y, 1991), también existen reportes de abatimiento de Ia
proliferacion en lineas celulares tumorales de seno y piostata (Kampa M. el al, 1996;
Kampa M. et al, 1997). Ahora en este irabajo se demuestra que el fragmento 1-5 de la i

caseina abate la proliferacion e inducen la diferenciacién en tas célufas 32D,

Los péptidos bioactives derivades de la caseina (también conocidos como
casomorfinas), modulan la actividad celular al unirse a receptores tipo opioide (Hatzoglou
A et al, 1996; Kampa M. et al, 1997). Los recepiores opioides fueron identificados,
mediante la unién con su ligando y por técnicas de biolopia moleculas (RT-PCR),
primgramente en ¢l sistema nervioso y posteriormente en células del sistema inmune,
concretamente en linfocitos y lencochos de sangre periférica y en lineas de tipo monocito-
macrofago (P3884d, U937) (Carr ). et al, 1988; Carr 1. et al, 1991; Gavériaux C. et al, 1993).
La presencia de receptores opioides en las células del sistema inmune explican la
modulacton de 1a proliferacién de linfocitos mediada por la B-casomorfina 7 (Elitsur Y,
1991) o la moriina (Roy et al, 1996).

Aunque no se ha reportade la presencia de receptores opivides en las células
micloides primitivas, el hecho de que el fragmento 1-5-f-casomorfina induzca la
diferenciaciacion de 32D lo sugieren, incluso ya existe un indicio indirecto de la existencia

de esie tipo de receptores en células precussoras mieloides, ya que cultivos de célutas de

médula dsea en medio semisolido en presencia de M-CSF, LPS, IL-1 suplementado con p-
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endorfina (ligando de receptores opioides), aumenta el mimero de colonias del linaje

macrofagico {Hagi et al, 1985).

Los datos aqui presentados son las primeras evidencias de que un compuesto
proveniente de la caseina actiie en células hematopoyéticas primitivas, lo cual abre un
vasto campo de investigacion, entre ellos el proponer nuevos componentes y fecanismos
de diferenciacion donde intervengan ligandos y receptores opioides, donde una de las
primeras tareas es comprobar la existencia de receptores tipo opioide funcionales en
células precursoras hamtopoyéticas, datos que reforzarin las secientes hipdtesis de
comunicacién bidireccional entre los sistemas inmune y neuroendocrino no sélo mediado

por citocinas sino que también por los receptores opioides y sus ligandos.

Finalmente, aungue la linea 32D es catalogada como normal (Valtieri ef al, 1987)
¢l simple hecho de multiplicarse indefinidamente indica cierto grado de transformacion, por
to tanto serd pertinente confirmar ¢l pape! de estos péptidos en la hematopoyesis normal y
sumamente interesante ver su efecto en lineas celulares leucémicas, pensando en la
posibilidad de que el mecanismo diferenciador sea compartido con la linea 32D y se evalie
la pertinesicia del empleo de estos péptidos en la terapia de pacientes con este tipo de
problema oncoldgico.
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CONCLUSIONES

El caseinato de sodio inhibe la proliferacién de las células 32D en concentraciones

cercanas a 1 mg/ml, hasta en un 60% a las 96 horas de cultivo.

No existe alieracion en la viabilidad de las células 32D con las coacentraciones de

CasNa que abaten la proliferacion.

El CasNa induce la diferenciacion hacia el linaje monocito-macrofago de las

células 32D.

Solo wn bajo porcentaje de las células 32D tratadas con CasNa presentan

diferenciacién funcional.
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APENDICE A
Fincion con Giemsa
Reactivox
|- Solucidn Stock
Disolver 50 mg de Giemsa
en 5 ml de metanol (cubrir de 1a luz)

2.~ Solucion de tincion. (Preparar al momento de la tincidn)

Tomar | ml de la solucion stock y diluir con 9 ml de H;0 destilada

Procedimiente

Preparacion de |2 muestra

-Tomar una alicuota (30-40 ul} y colocarla en Ia camisa para la centrifuga (Shandon
Southern cyiosgin)

colucar el porfa-objetos y centrifugarh 1000 RMP por 5 minutos. Dejar secar.
-Fijar la muesira por 3 min. con metasol. Dejar secar.

-Tefir con la solucion de tincién de 10 a 15 minutos, lavar a chorro de agua. Dejar secar.

Determinacion de la morfologia

Observar la morfologia bajo e! microscopio (40 y 100X) y distinguir las células
diferenciadas de los blastos; Los monocitos presentan un tamafio mayor al de Jos blastos, la
intensidad de coloracion del citoplasma es menor, el nucleo puede ser excentrico e identado
y disminuye la proporcién micleo/citoplasma . Los granulocitos-neutrofilos comparten las
caraclenisticas de Jos monocitos excpto que su tamafio es semejante a los blastos y en el

estadio en banda el nucleo tiene forma de dona.
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APENDICE B  Anilisis citoquimice

Tincion a-naftil acetato esterasa para monocito-macréfago

Reactivos.
[.- Alfa-Naftil Acetato

2.-Solucion fijadora (estable por dos meses, 4-6° C)
Disolver acetato de sodio (60 mg) en acefona (60 ml), adicionar agua destitada (40 ml) y
acido acético (70 pl).

3.-Solucion de pararosanilina {estabte por dos meses, 4-6°C)

Disolver pararosanilina {1gr) en HCL 2N (25 ml) realizarlo en caliente {baiio maria) ﬁltrag
cuando esté a temperatura ambiente). .

4.-Selucion de nitrito de sodio.  {(1gr) en (25 ml) de agua destilada s
o

5 .- Solucién de fosfatos 0.5 M pH 7.0-7.1
&) 11.2 g de NaHzPQ4 monchidratado(fosfato de sodio acido) en (500 mb) de Agua

destilada. :
b} 14.196g de Na;HPQ, Fosfato de sodio dibasico er 500 ml de agua destilada
Mezelar 250 ml de 1z solucion b can 130 ml de la solucion &

6.- Hematoxilina de Meyer (Sigma USA) E a

7.- Suero fisiologico
NaCl al 0.9%

Procedimiento

**¥Se utilizd como control positivo la linea celular leucémica de tipo monocito-macrofage
P3388

1.-Fijar los extendidos con la solucion fijadora durante uwn minuto
Lavar con suero fisioldgico

2.- Incubar durante 60 min. en la siguiente solucidn

a) 50 i de la solucion de nitriio de sodio + 50 pl de la solucién de pararosanilina
Mezclar las dos soluciones durante un minuto, adicionar 3ml de la solucidn de fosfatos 0.2

M
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APENDICE B Andlisis citoquimico {continuacion)

Tincién a-nafiil acetato esterasa para monocito-macrofago

b) Dituir 10 mg de a-nakil acetaio en 0.2-0.3 ml de acetona después agregar agitando 20
ml de fa solucién de fosfatos 0.2 M

¢) Mezclar las dos soluciones y filtrar

Lavar con aguas destilada

3.~ Teiiit 10-30 min, con hematoxilina de Meyer.
Lavar abundantemente con agua destilada

{ En las células positivas se observa come un precipitado difuse color marcon en el
citoplasma)

50




APENDICE C  Andlisis citoguimico
Tincion cloro acetato esterasa para granulocito-neutrofilo

Reaetivos.
1.- Nafiol- AS-D Cloroacetato(estable por dos meses, 4-6°C)

Disolver Smg en 2,5 ml. de N-N, dimetil formamida

2 -Sotucidn fijadora (estable por mas de dos meses, 4-6°C)
Disolver en agua destilada(30 ml) |
Na;HPO,(20 mg) |
KH:PO, (100 mg)
Acetona {45 ml)
Formaldheido{ 25 ml)
PHé66

3.-Solucion de fuccina nueva (estable por dos meses, T. ambiente)
Disotver fsceina (1gr) en HCL 21 (25 mi) realizarlo en caliente (bafio maria) filirar cuando
alcance la temperatura ambiente).

4.-Solucién de nitrito de sodio. (7 dias4° C) (1gr) en (25 ml) de agua destilada
5 .- Solucidn de fosfatos pH 7.73

(0.852 gr) Na;HPO, , (0.09gr) KH;PO, en agua destilada 100 mi.

6.- Hematoxilina de Meyer (Sigma USA)

7.- Suero fisiologico
NaCl al 0.9%

Procedimienio

*¥#*3e utiliz6 como control positivo granulocitos de méduta dsea de ratén CD-1
1.-Fijar los extendidos con la solucién fijadora durante un 30 segundos
Lavar con suero fisiologico

2. Incubar duranie 30 min. en la siguiente solucion
a) 50 pl. de Ja solucibn de nitrito de sodio + 50 mi de 1a solucidn de fuceina nueva

Mezclar las dos soluciones durante un minuto, adicionar 9.5 ml de la solucién de fosfatos
pH2.73
Agregar 0.5 ml de la solucibn de nafiol AS-D Cloroacetato
Lavar con agua destilada
3.- Teilir 10-30 min, con hematoxilina de Meyer.

Lavar abundan(emente con agya destilada
(En las células positivas se observa granulos rojos briflantes en el citoplasma)
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APENDICE D

Prueba de diferenciocion por Nitroazul de vetrazolio (NBT)

1.- NBT (Nitro azul de tretazolio) 1.2 mM
1mg de NBT por ml de PBS. (guardar a 4'C, es util por una semana)

2.- TPA (Mirisiato acido de forbol) 324 pM
200 ug de TPA/ 1wl de Dimetil suifoxido. Almacenar a -20°C

3.- Solucion TPA/NBT
Hacer una mezcla de las soluciones adicionando 1ul de TPA por 1000 ul de NBT con SFB
al 10%

Procedimienio
*#2%Se utilizo como control positivo granulocitos de médula dsea de 1aton CD-1
-Detesminar la vigbilidad por exclusion al azul tripano
-Mezclar volumenes iguales de Ia solucion TPA/NBT y del cultivo celular, agitar
suavemente
~Incubar 30 min. a 37°C y 5% de CO,
~Realizar citospin tomando una muestra de 30-40 pl.
-Fijar con metanol

-Observar al microscopio 1as células positivas.

Las células maduras monocitos y granutocitos-neutrofilos, producen anion soperéxido
cuando son estimulados con TPA. Este anion reduce ¢l NBT soluble en agua y produce un

color azul obseuro (Azwl de nitro diformazan, NBD) asociado con las céfulas.
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