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RESUMEN 

El proceso de diferenciacion de las células hematopoyéticas involucra moléculas 

slicopoteicas conocidas como factores de crecimiento hematopoyético (FCH’s), quienes 

inducen a las céluias primitivas para generar células sanguineas diferenciadas capaces de 

cumplir su funcion en ef organismo. Sin embargo se ba observado que moléculas distintas a 

Jos FCH’s también activan la diferenciacién mielaide. 

EB) presente trabajo tiene como objetivo evaluar la diferenciacion de 1a linea 

hematopoyética mieloide primitiva 32D expuesta el caseinato de sodio (CasNa), una sat de 

ta caseina. Por conteo celular se observd que cl CasNa es capaz de inhibir la proliteracion 

en forma dosis-dependiente, con un 60 % como maximo de inhibicion a concentraciones 

cercanas a 1 mg/ml. La tincién con giemsa de estas células revela la presencia de monocito- 

macréfagos hasta en un 30% de la poblacién, la cual fue confirmada con una tincién 

citoquimica especifica para ef finaje monocitico («-naftil acetato esterasa). Al evalvar Ja 

capacidad microbicida de estas células, a través de fa reduccién de sitroazut de tretazolio 

(NBT), como un parametro de diferenciacion funcional, séfo algunas células fueron 

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

También se muestra que otros derivados de la caseina; caseina, B-caseina y 1-5-B- 

casomorfima, tienen un efecto similar al CasNa sobre las células 32D. La actividad similar 

entre el CasNa y el péptido 1-5-B-casomorfina, un derivado de la degradacion enzimatica 

de la B-caseina, hacen pensar que el CasNa tiene 1a misma ruta de activacion que la 

casomorfina. 

     



  

MARCO TEORICO 

Hematopoyesis 

Las célutas sanguineas tienen dos principates funciones, les eritrocitos se encargan 

del transporte 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 funcién, por to que existe la necesidad de un constante suministro de 

nuevas células. La escala de este re-emplazamiento es asombrosamente grande, en el adulto 

cerca de 3X10° células rojas Ilegan al final de su vida cada segundo e igualmente pasa con 

un namero menor de leucocitos, aunque en situaciones como anoxia 0 infeccién se requiere 

un r4pido y significative incremento en la produccion de células maduras (Whetton y 

Dexter, 1989). 

La produccién de cétulas sanguineas conocida como hematopoyesis, se observa en 

el raton alos 7 dias de gestacion (Medvinsky ef al, 1993), a pesar de aceptarse que inicia 

en los islotes sanguineos del saco vitelino, algunos estudios involucran al sitio 

aorta/gonada/mesonefro (AGM) como iniciador de esta actividad (Morrison ef al, 1995). 

Experimentos con marcadores celulares muestran que las células hematopoyéticas del saco 

vitelino son "sembradas" en los érganos embrionarios mieloides y linfoides, pasando la 

actividad hematopoyética del saco vitelino al timo ¢ higado (Toles er al, 1989) y de éste al 

bazo (Godin ef af 1993) y finalmente a la médula dsea (Morrison ef al, 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 adufta se concentran principalmente en el estroma de la médula sea y constituyen 

el 0.05% de esta poblacién celular tanto en ef raton como humano. También tienen la



capacidad de reconstituir la -hematopoyesis, a corto y fargo 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 fetalmente sobrevivian después de la inyeccién de 

células de médula dsea de ratones singénicos sarios. Las cétulas inyectadas formaban focos 

de proliferacion en el bazo de los ratones recuperados después de 8 dias, cada foco fue 

resultado de la multiplicacién de una sdla célula progenitora, quién did origen tanto al 

linaje mietoide como al linfoide. La proliferacién de varias de ellas permitid ta 

reconstitucién del tejido hematopoyético de los ratones transplantados (Gordon ef al 1985). 

A estas células, capaces de dar origen a un nddulo de proliferacién a corto piazo, se les 

Hamé unidad formadora de colonias de bazo (UFC-B). Adicionalmente, cultivos in vitro de 

células de médula sea de ratn por 7 dias también desarrollaron colonias mixtas de célutas 

hematopoyéticas, lo cual confirma ta existencia de la UFC-B y refuerza la idea de que en la 

médula ésea existen células progenitoras con la capacidad de reconstituir la hematopoyesis 

en individuos inmunodeficientes (Metcalf y Moore, 1971). 

Sin embargo, !as UFC-B no son consideradas como las mas 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 fargo plazo. A estas cétulas se les denomind pro-UFC-B o células 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 proliferacian y diferenciacion de estas células constituyen el compartimento de 

 



las células maduras hematopoyéticas localizadas en la circulacién sanguinea y otros tejidos 

(figura t). 
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Figura i.Modeto de la Hematopoye: anda las citecinas requeridas para la diferenciacién ‘te 

neutréfitos y macréfagos.(tomado y modificado de Morrinson et al, 1994) 

Prog, Progenitora IL, Interleucina 

UEC, Unidad Formadora de Colonias CSF, Factor Estimulador de Colonias 

SCE, Stem Cell Factor G, Granulocites 

Af, Macréfagos GM, Granulocito-macréfaga



    

Factores de crecimiento hematepoyético 

Con tos primeros ensayos de cultivo in vitro se establecio que las células 

precursoras hematopoyéticas provenientes de la médula dsea de raton, sdlo proliferan en 

presencia de células estromales, o de medios condicionado (MC) de cultivo de células 

integrantes de! estroma de médula dsea (Plunik y Sachs, 1965). Mas tarde se demostrd que 

la proliferacin de las células precursoras hematopoyéticas era responsabilidad de factores 

glicoproteicos presentes en ef 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-macréfage (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 el 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 eosindfilos, eritrocitos, basdfilos, megacariocitos, granulocitos- 

neutréfilos, y monocito-macréfago, se le denomind Multi-CSF, también conocido como 

interleucina-3 (IL-3) (Metcalf, 1993). La eritropoyetina (Epo), el M-CSF y el G-CSF son 

factores de linaje especifico para ta generacién de eritrocitos, macréfagos y granulocitos, 

respectivamente (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 clonacién de genes de los CSF's asi como de sus receptores y la 

produccion de citocinas recombinantes, aunado ata clonacién de células hematopoyéticas 

sustentada por tos CSF’s, ha facilitado la caracterizacion de estos y otros factores que 

inducen ta proliferacion y diferenciacion de células precursoras comprometidas e incluso de 

cétutas 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), actualmente 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 

biolégico y sus caracteristicas moleculares en varias familias; factores de crecimiento, 

interleucinas, interferones, factor de necrosis tumoral, factor de crecimiento transformante 

(Tabla 1). 

Para que los factores de crecimiento hematopoyético ejerzan su actividad deben 

unirse a receptores especificos sobre las células blanco. La formacién de! complejo 

ligando-receptor trae como consecuencia el desencadenamiento de sefiales intracelulares a 

través de fa activacién de tirosina cinasas, dando como resultado final ta activacién celular 

(Linnekin, e¢ a? 1992). En base a la homologia en los dominios relevantes en la 

transduccion de seftales de los receptores, estos se han dividido en dos grupos principales: 

la 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 

evidente de actividad tirosina cinasa, la unién 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 diferenciacién de células hematopoyéticas. El modelo instructivo o deterministico 

establece que la citocina compromete a fa célula multipotencial a un determinado linaje, 

mientras que en el estocastico sdlo soporta la proliferacion y sobrevivencia de células. Por 

lo 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 e7 al, 1995; Rodel y Link, 1996). 

 



  

  

  

  

  

  

  

  

Familias Moléculas Sinénimos Células blanco principales 

Factores dc Mukti-CSF 11.3 Cds progenitoras multipotenciates. 

Crecimicate GM-CSF CSF-0 Macrdfagos. neutrofilos y cosindfilos 

G-CSF CSF-B Neutrofitos 

M-CSF CSE-1 Macréfagos 

EPO Eritrocitos 

SCF Ligando c-kit Progenitores micloides y tinfoides 

Interteucinas IL-l Hematopoyetina 1 Linfocitos T y B 

iL-2 TCGF Linfocitos T y actividad de NK 

IL-3 Multi-CSF Ceéls progenitoras multipolenciates 

IL-4 BSF-I Linfocitos T y B 

Ls BCGF-CST Eosindfilos 

+ BSF-2 Megacariocitos, linfocitos T y B 

IL-7 Precutsores B y T, céts NK 

IL-8 NCF/NAP Activa neutrofiles y monacitos 

IL-9 PqO Linfocitos y critrocitos 

IL-10 Suprimc act. de macréfagos 

IL-!f Céts progenitoras hematopeydticas 

IL-12 Aumenta prolif. de céls homatopoyéticas 

1-13 Linfocitos B 

(L-14 Linfocitos B 

IL-15 Linfocitos T 

IL-16 Quimiotactico y act de linfocitos 

Az Est céls estromales a prodiicis citocinas 

IL-18 Ind prod de IFN-y en céls F y NK 

Interferénes IFN-a IFN de leucocitos Act amitumora y antiviral 

IEN-p IFN dc fibroblastos 

JEN-y. TEN inne. Act de macréfagos, 

Factores de TNF-o Cachectina Efectos diversos en céls, epitctiales 

Necrosis Tumoral TNF-B Linfotixina 

Factores de crecimiento | TGF. Fibroblastos y prom angiogenesis 

Transformante TGF-B Inhibidor de prol de varios tipos céts. 

Factor ink. de loacemia__[ LIF Céls. prog. dependientes de IL-3       
  

Tabla }. Citocinas que modutan Ia actividad bioldgica de células hematopovéticas. (Tomado de Bentzen, 

1994), 
CSF, factor estimulador de colonias; M, macréfagos; G, granulocitos; SFC, factor de células tallo; BSGE, 
factor de crecimiento de cétulas B: BSF, factor estimulador de células B; NCF, proteina activadora de 

macréfagos; EPO, eritropoyetina; IL, interleucina; 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 multiples linajes 

celulares mieloide y linfoides. Estas células son incapaces de reconstituir ratones letalmente 

irradiados 0 generar cualquier forma visible de colonias de bazo i# vivo, evidenciando la 

pérdida de las propiedades normales caracteristicas de las células tallo. La incapacidad de 

proliferar én vitro en ausencia de algan factor de proliferacion especifico, y la pérdida de 

tumorigenicidad i vive apoyan fuertemente el argumento de que estas lineas no son 

matignas en el sentido clasico, y constituyen una valiosa herramienta para el estudio de la 

diferenciacién 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, fa cual es dependiente de interleucina-3 (IL-3), fue establecida 

por cultivo a largo plazo de médula ésea 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 Jo tanto !a linea 32D es considerada como una poblacion 

celular inmortalizada no maligna y ampliamente usada en el estudio de la hematopoyesis 

(Greenberger e¢ af, 1983). 

En la década de los 80’s cuando se origind la linea 32D, se observé que sdlo 

generaba colonias de células mast (Greenberger et ai, 1983), posteriormente se derivaron 

clones independientes de IL-3, que proliferaban en presencia de GM-CSF, G-CSF y Epo 

(Migliaccio ef al, 1989), Mas tecientemente se ha demostrado Ia diferenciacion hacia 

granulocitos-neutrofilos en presencia de G-CSF, con lo cual se ha estudiado; Ia expresion 

de genes involucrados en la diferenciacion (/'vi-/) (Morishita ef al, 1992), la apoptosis al 
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ser transfectada con el gen bel-2 (32bcl-2) (Ridel y Link, 1996), y la evaluacién de la 

expresién de receptores para citocinas (Harris ¢ a/, 1998). También ha sido inducida hacia 

el linaje monocito-macréfago en respuesta al GM-CSF, pero fue necesario estimular 

primero la expresidn del receptor para esta citocina. (Kreider ef a/, 1990). 

Diferenciaci6n monocite-macréfago y granulocito-neutréfilo 

Los monocito-macrofagos y los  granulocito-neutrofilos, son  facitmente 

identificables en un frotis de medula dsea o de sangre périferica, sin embargo, en estadios 

mas tempranos de diferenciacion, ta identificacion del linaje celular puede dificultarse. Et 

desarrollo de técnicas inmunoldgicas 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 ésea. Algunos 

AcMo como 82H5, R1IB19 y $4-7 son caracteristicos de todo el linaje mieloide, mientras 

existen otros propios de los precursores para neutréfilos y monocitos (PM81) (figura 2). 

Sumado a esto la expresién de varios antigenos que corresponden a trayectorias de 

diferenciacién en 1os linajes granulocitico y monocitico, ha sido una valiosa herramienta en 

la identificacién de estas células hematopoyéticas en varias etapas de su maduracion (Stites 

D, 1991). 

Gronulocito-neutrdfilo 

Los neutréfilos polimorfonucleares son fos leucocitos predominantes en la 

circulacién, tienen una breve existencia entre su formacion en la médula dsea y la 

subsecuente actividad fagocitica y microbicida en los sitios de inflamacion. 

 



El desarrollo de los neutrofilos se ha dividido en seis sub-tipos morfologicamente 

reconocibles: mieloblasto, promielocito, mielocito, metamielocito, neutréfilo en banda y 

neutrofilo maduro. Su diferenciacién esta asociada con la reduccién det volumen nuclear y 

celular, condensaci6n progresiva de la cromatina en heterocromatina inactiva y la aparicion 

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

El primer precursor identificable en fa médula dsea 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 la tincion citoquimica cloroacetato esterasa, especifica para 

este linaje por lo que aumenta con la diferenciacion. La etapa promiclocito presenta 

caracteristicas semejantes a los mieloblastos distinguiéndose por la aparicion de granulos 

primarios positivos para mieloperoxidasa pero negativos para fosfatasa alcalina ademas de 

perderse los antigenos Ia y MY-10. En el estadio mielocitico se adquieren los antigenos 

Mol, MY8, CD10, CDI 1b y ef B34.3, y corresponde al periodo de cambios morfoldgicos 

més notables, ef borde de la cromatina nuclear es mas evidente y el nucleo es excéntrico, 

aparecen granulos especificos o secundarios donde se detecta por primera vez la fosfatasa 

alcalina, las mitocondrias disminuyen en ntimero y los sacos del reticulo endoplasmico se 

dilatan. El resultado de la divisién del mielocito es el metamielocito, corresponde a una 

célula pequeiia con caracteristicas del neutrdfilo maduro, et fondo del citoplasma es 

uniformemente rosa, el niicleo se vuelve indentado y pierde la capacidad para proliferar, 

por Io tanto la maduracién posterior consiste en la elongacién y segmentacion nuclear. El 

estadio en banda corsesponde a neutrofilos jovenes y se encuentran en la sangre de 

personas normales. Finalmente el nexirdfile polimorfonuclear es de tamaiio pequeilo, el 

nacleo esta segmentado en dos a cinco ldbulos conectados con una hebra de cromatina, en 

ésta etapa del 80 al 90% son grAnulos especificos (Toba ef al, 1997, Dawson et af 1994, 

William, 1991; Zucker, 1988). 
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Diferenciacion funcional 

Los neutrétilos polimorfonucteares se presentan de manera temprana en la respuesta 

inflamatoria. Para realizar su funcién en los tejidos son capaces de adherirse al endotelio 

vascular, traspasar las paredes de los vasos capilares, migrar al sitio dafiado (quimiotaxis), 

Teconocer las particular extrafias o microorganismos, fagocitarlos y tener actividad , 

microbicida (Stites D, 1991), 
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Figura 2. squema de los diferentes estadios de diferenciacion del granulocito-neutréfilo, representando la 

diferenciacién morfoldgica, funcional y marcadores de superficie (Anticuerpos monoclonates, AcMo). 
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En el transcurso de su diferenciacién el neutrdfilo adquiere las caracteristicas 

necesarias para cumplir sus funciones. En 1a etapa de promielocito aparecen los receptores 

Fe, pero a pesar de que su funcién es promover la fagocitosis, ésta se da hasta la etapa de 

metamielocito, cuando son adquiridos los receptores para complemento (CR; y CR3) 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 granulos y posteriormente por 

mecanismos dependientes de oxigeno, presentando la clasica explosién respiratoria. Esta 

funcién junto con la quimiotaxis son las Gltimas manifestaciones de capacidades 

funcionales y se observan plenamente hasta el estadio en banda y se sostiene en el 

polimorfonuctear (Isoda et al, 1997; Inai et af, 1997; Glasser y Fiedertein, 1987) (figura 2). 

Monocito-macréfago 

Casi todos los tejidos, organos y cavidades serosas alojan una poblacién de 

fagocitos residentes, que permanecen de manera poco notable bajo condiciones normales, y 

son de aspecto y funcién muy similares entre si. Sin embargo en algunos tejidos los 

fagocitos son particularmente abundantes, o tienen caracteristicas morfoldgicas distintivas y 

se conocen por nombres especificos: los ejemplos inchiyen las células de Kupffer que 

recubren los sinusoides de el higado, los osteoclastos en e! 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 

mononuclear (Stites ef al, 1996). Este "sistema" incluye a los promonocitos y sus 

precursores en fa médula dsea, monocitos en fa circulacion y macréfagos en los tejidos. 

El linaje monocito-macrofago proviene de la multiplicacion y diferenciacién 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 facilmente reconocibles por su gran tamajio y cantidad de citoplasma, nicleo 

identado y de forma irregular, el promonocito es liberado a la circulacian como monocito, 

estas son células relativamente grandes, con nticleo en forma de rifién, cromatina nuclear 

laxa y su citoplasma abundante que contiene finos granulos azurofilos. Los monocitos no 

son muy abundantes en la circulacion periférica, donde representan Gnicamente de 1 a 6 % 

de todas las células sanguineas nucleadas, en el ratén tiene una vida media en la circulacion 

de [8 horas, migrando a fos tejidos transformandose en macrdfago, adoptando propiedades 

morfotogicas y funcionales caracteristicas del tejido en el cual residen (figura 3) (Zucker, 

1988). 

Muchos de los anticuerpos para el linaje monocito-macrdfago son compartidos con 

los granulocitos-neutréfilos y su precursor (UFC-GM), ejemplo de ellos son el PM8I, 

L4F3, 1G10, la, M'Y9, etc... de igual manera algunos se generan en ef estadio monoblasto 

(Mo1, 5F1, MY8), o hasta la etapa monocitica (CD11b, MY3), y otros son perdidos (1G10, 

RIBIO,) en ef transcurso de la diferenciacion (figura 3) ( Glasser y Fiederlein, 1987). 

Diferenciacién funcional 

En general, el sistema del fagocito mononuclear esté compuesto de células que 

poseen orgatielos desarrollados para la fagocitosis, endocitosis y actividad microbicida. 

En la etapa de promonocito aparece la capacidad de endocitosis, movilidad y 

adherencia a superficies de vidrio, inicia la expresion de receptores Fo y C3b y_ presenta 

tincién peroxidasa positiva y aumenta la tincién para acetato esterasa, tincién especifica del 

linaje monocitico que se observa desde el estadio de monoblasto. En la etapa de monocito 

se origina la actividad fagocitica y microbicida, en los que también existe respuesta a la 

inflamacién y estimulos quimiotacticos. Finalmente los macréfagos se diferencian de los 

monocitos por su alta actividad enzimatica, fagocitosis y la existencia de mas receptores 

para inmunoglobulina y complemento, los granulos que contienen peroxidasa son perdidos 

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

(figura 3). 
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Figura 3. Esquema de ios diferentes estadios de diferenciacién del monocito-macréfago, representando la 
diferenciacién morfoldgica, funcional y marcadores de superficie (Anticuerpos monoclonales, AcMo).. 

   



Moléculas difereciadoras distintas a fos FCH’s 

La generacion de macréfagos 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 diferenciacién en 

células de leucemia mieloide. Por lo tanto, el efecto diferenciador de moléculas como el 

dimetit sutfdxido (DMSQ), mitistato de forbol (TPA), mizoribina, tetraoxido de arsénico y 

Acido retinoico (ATRA) entre otros, han sido evaluado in vitro en fineas celulares de 

leucemia mieloide, quienes sufren diferenciacién principalmente hacia el linaje 

granulocitico 0 monocitico (Takeda e7 al, 1982; Chen et al, 1996, Moore, 1994). 

El compuesto diferenciador mas potente y mejor estudiado es el ATRA, ademas de 

inhibir la profiferacion e inducir diferenciacion de cétulas malignas in vitro, ha demostrado 

inducir una remisién completa en pacientes con leucemia promielocitica aguda (LPA) 

(Chomienne ef ai, 1990). Su accién, en una variedad de tipos celulares, es mediada por la 

interacci6n con su receptor nuclear, conocido como recepior de dcido retinoico (RAR). 

Estos receptores tienen sitios de unién de alta afinidad al ATRA y a algunos de sus 

metabolitos. El complejo ligando-receptor activan directamente la transcripcién de genes 

blanco por fa unin a secuencias especificas de ADN (Breitman ef al, 1994, Dawson et al, 

1994). En varios procesos celulares, incluyendo la diferenciacion, esta implicada la 

fosforilacién/desfosforilacion de proteinas, incluso sé ha observado que durante la 

inhibicién de ia profiferacion 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 remisién completa en el 85% de los pacientes 

con LPA, existen dos limitaciones clinicas, cominmente del 5 ai 25% de los pacientes 

sulten ef sindrome det dcido retindico, que causa una progresiva hoxemia y fallas 

multiorganicas, ademas, de la mayoria sufre una recaida con resistencia al tratamiento con 

ATRA. se propone que en la resistencia al ATRA de estos pacientes, estan implicados dos 
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tipos de receptores para los retinioides; el RAR y ef RXR (receptor para retinoides). En tas 

células con respuesta positiva al ATRA, comunmente forman el heterodimero RAR/RXR. 

Estudios in vitro con céfulas HL-60 resistentes al ATRA sugieren que se forma el 

homodimero RXR/RXR. Estos datos permiten especular ta posible existencia de células 

leucémicas en fos pacientes con caracteristicas sitailares de forma tal que provoque la 

resistencia al tratamiento (Dawson ef al, 1994; Toba ef al 1997). También se ha propuesto 

que la recaida puede ser consecuencia de_un incremento en los niveles de citocromo P-450 

el cual impide mantener tos niveles necesarios de ATRA en el plasma necesarios para su 

actividad (Breitman ef al, 1994). 
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DERIVADOS DE LA CASEINA 

La caseina es la principal proteina de la leche, se encuentra en forma de micelas 

comipuestas por cuatro clases de cadenas polipeptidicas designadas a-s}, &-., PB y K- 

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 

atcali a pH 6.6 producienda derivados solubles conocidos como caseinatos (Hail, 1971), 

El caseinato de sodio se obtiene disolviendo caseina en hidréxido de sodio y 

posteriormente sometido a evaporacién, con lo cual se obtiene un polvo blanco sin sabor, ni 

alos, soluble en agua y contiene un 65 % de proteinas. Debido a su excelente valor 

nutrictonal es ampliamente utilizado en la industria alimenticia (genevalmente usado del 2 

al 4 % del total de sélido en el producto), como fuente de proteinas en cereales y otros 

productos secos, especialmente en alimentos para bebes, productos dietéticos y para 

diabéticos (Walstra, 1984). 

En el campo de la investigacién, el caseinate de sodio y ta caseina, son compuestos 

que al ser inyectados intraperitonealmente en ratones inducen una respuesta inflamatoria, 

participando como agentes quimiotacticos para leucocitos, lo cual favorece la migracion de 

neutrfilos y posteriormente de macrdfagos a la cavidad peritoneal (Pasotti, ef al 1993). 

Hasta hoy el CasNa es utilizado basicamente para obtener un gran nimero leucocitos para 

evaluaciones in vitro o analizar leucocitos activados. Sin embargo algunos estudios 

sogieren que pueden inducir la produccién de citocinas, de hecho se ha demostrado que en 

el 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). 

   



  

Péptides provenientes de las proteinas de la leche 

Desde hace algunos afios, varios autores han descrito péptidos bicactivos 

provenientes de las proteinas de la leche. Estos péptidos, inactives dentro de la secuencia de 

fa proteina madre, pueden ser liberados por protedtisis enzimatica, come por ejemplo 

durante fa digestion gastrointestinal. Una vez liberados en ef cuerpo pueden actuar como 

compuestos reguladores con actividades semejantes a hormonas (Meisel, 1997). Aunque 

existen otros animates y plantas que contiencn secuencias potencialmente bioactivas, las 

proteinas de la leche son la fuente principal de un amplio rango de péptidos biolégicamente 

activos (Kayser, 1996) (tabla 2). 

Efectos biolégicos de les péptidos derivades de las caseinas 

Recientemente, se ha identificado un amplio rango de actividades biolégicas 

mediada por los péptidos derivados de Ja leche. Estos pueden ser antagonistas  agonistas 

de opioides, intibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), acarreadores de 

diferentes minerales y poseer actividades antimicrobianas y antitrombéticas (tabla 2). 

En relacién a tos péptidos provenientes de las a, ® y -caseinas tienen variados 

efectos en ef sistema inmune, asi se ha reportado immunoreactividad de linfocitos de 

sangre periférica (LSP) estimulada o suprimida por péptidos como fa 7-B-casomorfina y 

10-8-casokinina, incluso se ha observado que a bajas concentraciones suprimen la 

profiferacion de LSP pero es estimulada en concentraciones altas (Elitsur e¢ al, 1991, 

Kayser, 1996). 

Los neutrofilos polimnorfonucleares humanos (NPM) también se ven afectados por 

fos péptidos derivados de las caseinas en algunas de sus funciones basicas, como la 
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produccién de radicates libres de oxigeno, produccién del anién superdxido y teucotrieno 

B* (Rabgaoui 27 al, 1994), Los fragmentos 194-199 de fa caseina-q; y 63-68 de {a B+ 

easeina han mosirado que estimulan la fagocitosis de eritrocitos de carnero por macréfagos 

de raton y ejercen un efecto de proteccion contra la infeccién de Klebsiella pneumoniae 

(Kanipa ef ai, 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, DUI45 y PC3) en presencia de la o-caseina 90-95 y 90-96, B-casomorfina 7 y t- 

5, y la Ggi-casomorfina, existe una disminucion en la proliferacién dosis-dependiente 

(Kampa e7 af, 1996), posteriormente se observé el mismo efecto en la linea de cancer de 

préstata T47D (Kampa ef al 1996;). 

La inhibicion de la proliferacién de tas lineas de cancer de seno y préstata fue 

observada primeramente en presencia de agonistas opioides (etilketociclazicina, etorfina, 

encefalina y morfina), pero bloqueado con el antagonista general de opioides 

(diprenorfina), por fo que se propone la existencia de sitios de unién especificos (receptores 

opioides) en estas fineas celulares. E) efecto antiproliferativo de las casomorfinas también 

fue reversible, aunque de manera pascial con el antagonista diprenorfina. (Kampa ef al 

1996; Kampa ef a! 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 fos antagonistas universales para receptores opioides, por lo que es aceptado que 

estos péptidos actian via receptor opioide (Elitsur et al, 1991; Meisel ef a/, 1997). 

   



  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

Secuencia peptidica | fragmento | Nombre Funcién biolégica 

Oy CASeiNd 

RYLGYLE 90-96 g-casein exorfina Agonista opioide, sistema inmune (ncutréfitos), 

inhibe prolif. Céls. (umorales 

RYLGYL 90-95 @-cascin exorfina Agonista opiotde, inhibe prolif. céls. cumorales 

YLGYLE 91-96 apcascin cxorfina Agonisia opioide 

FFVAP 23-27 asl-casokinina-5 Iinhibidorcs de angiotcnsina 

FREVEGK 28-34 asl-casokinina-? —_{ Sistenva inne 

TTMPLW 194-199 ast-casokinina-4 —‘| Sistema inmune 

DIGSESTEDQAMEDIM { 43-58 Caseinofosfopeptide | Acarreadores de mincrales 

QMEAESISSSERIVPNS | 59.79 Cascinofosfopeptide | Acarreadores de mincrates 

VEQK 

YVPXP 188-162 osi-casomorfina Agonista opioide, inhibe prolif. céls. tumorates 

P-caseina 

YVPFPGPIPNSL 60-70 B-casomorfina-11 | Agonista opioidc 

YPFPGPI 60-6 B-casomorfina-7 Agonista opioids, Inhibidores de angiotensina 

YPFPG 60-64 P-casomorfina-S Agonista opioide 

AVPYPQR 177-183 P-casokinina-7 Inhibidores de angiotensina 

RELEELNVPGEIVESLS [| 1-25 ‘Cascinofosfopeptide | Acarreadores de mincrates 

SSEESITR 

YPFPG 1-5 -casomorfina-5 inhibe prolif. Céls, tumorates 

YPFPGPL 1-7 -casomorfina Inhibe prolif. Céis. tumorales 

x-caseina 

SRYPSY.OCH3 33-38 Casoxina-6 Antagonista opioide 

YIPIQYVLSR 25-34 Casoxina-C Anlagonista opioide 

MAIPPRKNODK 106-116 Casoplatelina Actividad antitrombética         
  

Tabla 2. Funciones bioldgicas de tos fragmentos bioactivos derivados de las a, By « caseinas. (tamado y modificado 

de Meisel et al, 1997) 

    
   



  

Receptores opioides en el sistema inmune 

Los péptidos opioides estan involucrados en numerosos procesos fisioldgicos que 

incluyen ef control det dolor, respuesta al estrés, locomocion y conocimiento. El sistema 

opioide consiste en una familia de péptidos endégenos (endorfinas) producidos por ta 

hipéfisis bajo ef control del hipotélamo, que pueden actuar a través de tres clases de 

tecepiores de membrana designados 1, 5 y x. Estos receptores son también blanco de 

drogas opioides exdgenas con fuertes acciones psicotropicas y analgésicas (Gavériaux ef 

al, 1995). 

Las evidencias del papel de receptores opioides en la modulacién del sistema 

immune se han incrementado en los ultimos aiios y multiples reportes describen efectos 

supresivo o estimuladores en modelos tanto i vivo como in vitro. Paralelo a esto se ha 

demostrado 1a existencia de receptores tipo opioide en célutas del sistema inmune. 

Inicialmente se observaron por la unién de ligandos sintéticos especificos, detectandose el 

receptor 5 en linfocitos y leucocitos de sangre periférica (Carr ef al, 1988) y el receptor K ef 

la linea monocitica P-388 (Carr e¢ al, 1991). 

La reciente clonacién del receptor opicide & en una linea celular de neuroblastoma 

de ratén y la identificacian de los homologos & y « del cerebro de roedores, han otorgado 

herramientas moleculares (RT-PCR) para probac fa existencia de los receptores opicides en 

el sistema inmune. Asi se ha concluido que a pesar de que no estan distribuidas 

ampliamente en el sistema inmune, ef receptor p se encuentra en monocitos y linfocitos de 

sangre periférica, mientras que el receptor 6 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 furcionales, 

puesto que la morfina afecta la proliferacién de fa linea monocito-macrofago Bac 1.2 F5, 
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via receptor opioide 5 (Roy ef al, 1996). Ademas se ha observado un aumento en el ntimero 

y tamafio de colonias en cultivos de médula dsea eu presencia de M-CSF y LPS al adicionar 

B-endorfina, efecto bloqueado por el antagonista opioide naloxone, proponiéndose que la B- 

endorfina actta via receptores 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 alternativas terapéuticas. El acido retinoico ha 

demostrado favorecer la diferenciacion de células leucémicas promielocitica aguda, tanto i7 

vitro como in vivo, incluso se usa como primera opcidn en el tratamiento de este tipo de 

teucemias, sin embargo ha mostrado limitaciones clinicas, concretamemente, los pacientes 

Megan a suffir recaidas y presentan resistencia ha posteriores tratamientos con ATRA, 

presumiblemente por su mecanismo de accién y metabolismo (Breitman ef a/, 1994; Toba 

et af 1997}. Por to anterior sigue vigente la necesidad de encontrar nuevas estrategias para 

inducir diferenciacién tanto en células normales como leucémicas. 

Recientemente, se demostré que e! caseinato de sodio (CasNa), un agente 

inflamatorio usado para favorecer la migracién de macrofagos y granulocitos a la cavidad 

peritoneal de ratén (Lotem y Sachs, 1985), induce ta liberacion del factor estimulador de 

colonias de macréfagos (M-CSF) en los granufocitos-neutréfilos de la cavidad peritoneal de 

raton (Santiago ef af, (994). Ademas, la exposicién al CasNa de células en banda obtentdas 

de médula dsea, induce una alta tasa de diferenciacién hacia neutrdflilos segmentados y 

muerte por apoptosis en un tiempo menor comparado con el G-CSF (factor estimulador de 

colonias de granulocitos), adicionalmente las células produjeron M-CSF con fuerte 

actividad biolégica (Bautista, 1998 tesis). 

A pesar de existir evidencias de que el CasNa es un diferenciador y activador de 

granulocitos, se desconoce si también modula fa proliferacion y diferenciacion de células 

mieloides primitivas. Por lo que e) presente trabajo, pretende contestar esta interrogativa 

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

EI CasNa a mostrado ser un agente quimiotactico para neutrofilos y macréfagos, 

ademas acelera la diferenciacion de células en banda a neutréfilos segmentados. Es posible 

que el o fos mecanismos por los cuales el CasNa ejerce su efectos en las etapas terntinales | 

de Jos linajes granulocito-neutrofilo sea compartido con células mieloides mas primitivas. ' 

La exposicion def CasNa a ta linea mieloide multipotencial 32D, una linea con capacidad 

de generar tanta granulocitos como monocito-macréfagos, permitira evaluar si su efecto 

diferenciador abarca células mieloides mas primitivas. 

a
 
e
e
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OBJETIVO 

General 

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

hematopoyética mietoide primitiva de raton 32D. 

Particulares 

Determinar el tiempo y tas concentraciénes de CasNa necesarios para inhibir la 

prosiferacion de la linea 32D. ' 

Evatuar si se afecta la viabilidad de las células32D con las concentraciones de 

CasNa y el tiempo de cultivo necesarios para inhibir la proliferacion. 

Anatizar si la reduccién en la protiferacion provocada por el CasNa, va acompaitada 

de cambios morfolégicos en fos blastos de tas células 32D hacia algun linaje 

heimatopoyético. 

Determinar a que finaje hematopoyético corresponde la diferenciacion provecada 

por el CasNa en las células 32D. 

Evaluar si ademas de la diferenciacién morfoldgica inducida por el CasNa existe 

diferenciacién funcional en las células 32D. 
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MATERIAL Y METODOS 

Lineas celulares 

La linea hematopoyética mieloide multipotencial 32D dependiente de IL-3 (Harris 

et af 1998, Morishita ef af, 1992) fue gentilmente donada por fa Dra. T. Hoang 

(Laboratorio de Hematopoyesis y Leucemia, Montreal: Quebec Canada), se cultivé en una 

atmdsfera al 5% de CO, 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 IL-3 o medio condicionado (MC) de WEHI 3BD+ al 10%. EI cultivo 

fue mantenido con una densidad inicial de 1 X 10° células/ml y resembrando a las 48 hrs al 

llegar a 1 X 10° célutas/mt en cajas Petri (Fisher Brand, Denmark). Las concentraciones de 

IL-3 y MC de WEHI 3BD+ emplteadas fueron obtenidas mediante ensayos dosis-repuesta. 

La linea leucémica mielomonocitica de raton WEHI 3BD+ (ATCC TIB-68) fue 

cultivada bajo las mismas condiciones que la linea 32D, y suplementada con 2- 

mercaptoetanol 0.05mM (Sigma Co. USA). La actividad de su medio condicionado se 

evalud mediante la formacién de colonias de células de médula dsea de ratén, en ensayos 

de bicapa en agar (Lotem y Sachs, 1985). 

Ensayos para evaluar el efecto del CasNa 

Las célufas 32D fueron cultivadas en placas de fondo plano de 96 pozos (Nunclon, 

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 (Acido retinoico como testigo positivo) durante 48 0 96 horas. 
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Al emplear at ATRA como agente diferenciador de la linea 32D se obtuvieron 

resultados favorables a concentraciones cercanas a 1pM, por fo que fue utilizado como 

contro! positivo de diferenciacién. 

F! ATRA se solubiliz6 en etanol absoluto (Taimi M » Breitman T, 1997) a una 

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

EI Caseinato de Sodio (CasNa) (Difco Laboratories, USA) se disolvié en PBS al 

10% w/v, y se almacend a 4°C. 

La B-caseina, caseina y el fragmento 1-5 B-casomorfina se solubilizaron en PBS a 

concentraciones de 10 mg/ml, 10 mg/ml y 1 mM respectivamente, 

En fos ensayos se anexaron controles con fa conceniracién final de etanol y PBS en 

el cultivo (0.5% y 2% respectivamente), sin encontrarse diferencias con e! negative en los 

par4metros medidas (control). 

PROLIFERACION 

Después de transcurrido ef tiempo de cultivo indicado, se estimd el numero celular 

por conteo directo después de resuspender Ia muestra y colocarse una alicuota en un 

hemocitémetro y realizar la conversion correspondiente para calcular la densidad celular 

(soda e¢ al, 1997). 

VEABILIDAD 

Para evaluar ta viabilidad celular se emp!ed el método de exclusion al Azul Tripano 

(Sigma Co. USA) mezclando a una proporcién 1:1 del colorante y la muestra celular ¢ 

incubando 5 minutos a temperatura ambiente. La diferencia entre células muertas (tefiidas 

con colorante) y vivas se realizé con la ayuda de un hemocitémetro (Rodel y Link, 1996, 

Chen et af, 1996). 
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DIFERENCIACION 

Morfolégica 

Se realizé un frotis y se tifid con ef colorante Giemsa, distinguiendo ios blasios de 

los estadios diferenciados por su tamafio, forma del nucleo y la proporcion 

nucleo/citoplasma (apéndice A) (Greenblatt y Elias, 1992; Zucker ef af, 1988; Harris et al, 

1998). 

Citequimica 

Para identificar con mayor precision los linajes celulares, se realizaron  técnicas 

citoquimicas especificas para el linaje monocito-macréfago (Alfa-naftil acetato esterasa) y 

para el granulocito-neuirdfilo (cloroacetato esterasa) (apéndices B y C) ( Zucker e7 al, 

1988; Migliaccio ef al, 1989; Isoda et al, 1997). 

Funcional 

La diferenciacion funcional fue evaluada mediante la reducct6én de] NBT (Nitro azul 

de tretazolio) por los aniones superdxido, que indica la capacidad microbicida de monocitos 

y neutréfilos (onnenwirht, 1986, Breitman, 1990; Nabeshima, 1997) (apéndice D), 

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

Varios 

Cada experimento fue realizado por duplicado y repetido tres veces de manera 

independiente, los resultados son expresados con la media y su desviacin estandar. En los 

ensayos de diferenciacién (morfoldgicos, citoquimicos y funcionales) se contaron al menos 

200 células por preparacién y se iomaron fotografias a 100 x en un microscopio 

OLYMPUS B071. 
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RESULTADOS 

El caseinato de sodio abate la proliferacién de 32D 

Al evaluar Ja proliferacién de 32D a las 48 y 96 horas de cultive en presencia o 

ausencia de 0.1, 0.3. 0.5, 1.0 y 2 mg/ml de CasNa, sdlo se observd una disminucion de la 

proliferacion y en forma dosis-dependiente a fas 96 horas. De hecho fa inhibicion inicid con 

0.3 mg/ml y se redujo hasta un 60% con 2 mg/ml, valor semejante al control positive 

{ATRA uM) (grdfica 2). 
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Grdfica 1. Protiferacién de 32D después de 96 horas de cultivo en presencia o ausencia de 

Caseinato de Sadia (CasNa mgint) y Acido Retinoico (ATRA pM). 
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La inhibici6n de ta proliferacién no ¢s 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 

protiferacién. El resultado es claro, tanto las células expuestas al CasNa como el ATRA 

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

% de viabilidad 
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Grafica 2. Viabilidad de 32D tratadas con CasNa (mgimi) y ATRA (uM) despics 
de 96 horas de cultivo. 
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El CasNa promueve un cambio morfolégico de las cétulas blisticas 32D hacia e) linaje 
nionocite-macréfago 

Una primera caracteristica tangible de diferenciacion que se estimd fue el cambio 

en la morfologia que suffieron tas 32D con los distintos tratamientos. El control no sufrié 

cambios morfolégicos, por tanto siguieron siendo blastos (fotografia 1a), mientras que en | 
las tratadas con CasNa y ATRA existe un cambio evidente (folografia 1b y 6) | 

caracteristico del linaje monocito-macréfago (aumento de tamafio y disminucion en la | 

telacién nicleofcitoplasma). El porcentaje de células con esta morfologia aumenté | 

ligeramente a medida que se incrementa la concentracién del CasNa y el ATRA (urdfica 3). 

No se encontraron células con morfologia de otros linajes a excepcién del 

granulocito-nevtrofilo por debajo del 5%, similar al control. 
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Fotografial. Morfologia de células 32D teftidas con Gientsa después de 96 horas de tratamiento. A) Control 

negativo, B) CasNa, ing/nl, C) ATRA 1 pM. 100K. 
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Grafica 3.Porcentaje de células con morfologia monocito-macréfago. 

Tratadas con CasNa (mg/ml) y ATRA (uM) 
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Identificacién citoquimica para cl livaje monocite-macréfago. 

Una vez que se reconocié un cambio en la morfologia hacia el linaje monacito- 

macrofago, fue necesario confirmar el linaje celular mediante una caracterizacion 

citoquimica. Se utilizaron tinciones especificas tanto para monocitos (Alfi-naftil acelato 

esterasa) Como granulocitos-neutrofilos (cloroacetata esterasa) (apéndice B y C). 

Las células tratadas con CasNa y ATRA se muestran positivas para la tincién del 

linaje monocitico (Fotografia 2 ¢ y d), manifestando un precipitado color marrén en el 

citoplasma semejante al contro! positivo (la linea macrofagica P-388) (fotografia 2 a), pero 

ausente en las 32D sin tratar (fotografia 2b). El porcentaje de células positivas alcanza 

hasta un 35 % (grdjica 4) con la mayor concentracién de CasNa. 

En la tincion para granulocitos-neutrofilos existié un porcentaje menor al 5% de 

células positivas tanto en el contro! negativo como en las células tratadas con CasNa y 

ATRA. 

  

  

        
Fotografia 2, Céhitas teRidas con alfa-nafiil acetato esterasa, (a) P-388, (hc y d) 
células 32D donde, th) Control negative (c) ATRA ? pf, (d} CasNa. 1 megan. 3 
Cultivada por 96 horas. (100X) “ 
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Grdfica 4. Porcentaje de células positivas para la tincién de esterasa 
especifica. CasNa mg/ml, ATRA pM. 
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Diferenciacién funcional de tas células 32D 

Una caracteristica de diferenciacién funcional de macréfagos y neutrofilos es la 

actividad microbicida mediante la produccién del anion superdxido, esta caracteristica se 

evalué por la reduccién de NBT, utilizando granulocitos-neutréfilos obtenidos de médula 

ésea de raton CD-1 como control positivo (apéndice D). 

En ninguno de los ensayos se observo la presencia de células positivas en el control 

negativo (fofografia 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%) (fotografia 3 ¢ y d). 
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Fotografia3. Reduccién de NBT . A), 32D sin tratamiento B) Granulocitos de 

méduta dsea como control positive, C) 32D en presencia de ATRA y D) CasNa 
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Efecto de otros derivados de ta caseina en las células 32D 

Para tratar de entender el posible mecanismo de accién del CasNa se compard su 

efecto con el de fa caseina, fa B-caseina y un péptido bioactivo de la B-caseina (péptido 1-5 

8-casomortina). Los resultados indican que todos tienen efectos similares al CasNa, tanto 

en proliferacién como en el cambio morfoldgico hacia el linaje monocito-macrofago (tabla 

  

  

¥. 

TRATAMIENTO 96 DE INHIBICION DELA — % DE CELULAS CON 
PROLIFERACION MORFOLOGIA MONOCITO- 

MACROFAGO 

NEGATIVO 0 5 

CasNa 66.3 +/-4.9 32 
(i mg/ml) 
B-CASOMORFINA 1-5 67 4/-12.7 26 
(0.1 mM) 
B-CASEINA 49.7 + 12.7 33 

(1 mg/ml) 
CASEINA OL th 17 39 

(4 mg/ml)     
Tabla 3. Efecto de otros derivados de la caseina en las células 32D. Evatuados a 
das 96 horas de culiive. 
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DISCUSION 

La caseina y uno de sus derivados, el caseinato de sodio (CasNa) (Half, 1971), han 

exhibido efectos similares como agentes quimiotacticos pata granulocito-neutrofilos y 

monocito-macrofagos de cavidad peritoneal de raton (Lotem & Sachs, 1985; Pasotti ef al, 

1993). Recientemente se encontrd que el CasNa también activa y acelera la diferenciacién 

de células en banda extraidas de médula dsea de ratén hacia granulecitos segmentados, 

(Bautista M, Tesis 1998). Ahora damos evidencias de que el CasNa acta como un agente 

inductor de diferenciaci6n en Ia linea celular hematopoyética primitiva (32D). 

Las células 32D expuestas al CasNa en concentraciones préximas a Img/ml 

disminuyen su proliferacién hasta en un 60%, actividad que no se debe a una toxicidad del 

CasNa 0 efecto det vehiculo. Estudios previos establecen que la reduccion de la division 

celular es una caracieristica de células en cierta etapa de diferenciacién (metamielocitos, 

promonocitos), o de células completamente maduras ( Zucker D e¢ a/, 1988, Taimi M y 

Breitman T, 1997 ), por lo tanto consideramos que las células 32D estan en un proceso de 

diferenciacién. Nuestra hipétesis fue confirmada al observar que fas células tratadas con 

CasNa sufren cambios morfoldgicos tipicos hacia el linaje monocito-macrofago. 

Considerando que la linea 32D es reconocida como multipotencial y ha sido diferenciada 

hacia neutréfilos y monocites {Valteri M ef af 1987, Kreider B et ai 1990), fue necesario 

confirmar la morfologia observada, mediante tinciones citoquimicas especificas para cada 

linaje ya sea granulocito-neutréfilo o monocito-macréfago, resultando células positivas 

para esterasa no especifica en presencia de CasNa, lo que indica su  diferenciacién hacia 

monocito-macrofago. 

Debido a que las células 32D control (ausencia de CasNa o ATRA) no muesiran 

tincién especifica para granulocitos o monocitos, permite confirmar que estas células por lo 

menos son CFU-GM, ya que el siguiente paso en el camino de diferenciacién son 

mieloblastos (linaje granulocitico) o monoblastos (linaje macrofagico) y ambos grupos de 
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células ya experimentan tincion linaje especifico (Sun T et al, 1985; Li C er al, 1973). Estos 

datos indican que CasNa tiene como blance por fo menos a células bipotenciales, aunque la 

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

Por otro lado la fagocitosis y la actividad microbicida son funciones del linaje 

macrofagico en estadios terminales de diferenciacién. La actividad microbicida es 

consecuencia de la capacidad de la célula para convertir oxigeno en metabolitos téxicos 

como el anién superdxido, y es considerada como una prueba de diferenciacion funcional 

que puede ser evaluada por reduccién de NBT (Breitman T, 1990). Conio se esperaba en 

los controles (sin tratamiento y vehiculo) no se encontrd una séla célula NBT positiva, pero 

si en aquellas tratadas con CasNa, aunque solo en aproximadamente ef 4% de la poblacin. 

Considerando que la capacidad microbicida es una de fa ultimas en adquirirse en el linaje 

monocitico (Glasser y Fiederlein, 1987), nuestros datos indican que tanto el CasNa como el 

ATRA, bajo muestras condiciones y tiempo de cultivo no inducen una diferenciacién 

completa en este grupo de células. 

La linea 32D, a pesar de ser considerada como normal, no responde a muchas 

citocinas (GM-CSF, M-CSF, IL-1, IL-4, IL-6), pero si son tratadas previamente con G- 

CSF, se estimuta la expresién de receptores para GM-CSF y sdto bajo estas condiciones el 

GM-CSF es capaz de diferenciartas a monocitos después de 6 dias de cultivo (Kreider B et 

al 1990), sin embargo, sorprende el efecto del CasNa en las células 32D, ya que induce el 

mismo efecto en tan solo 4 dias y sin tratamiento previo. 

Recientes investigaciones consideran a las proteinas de la leche como fuente 

principal de una variedad de péptidos biolégicamente activos, los cuales acthan de forma 

similar 2 las hormonas. Estas secuencias, inactivas cuando forman parte de la estructura 

primaria de la proteina madre, son liberadas por protedlisis enzimatica in vivo o in vitro, 

incluso se ha observando que los leucocitos de sangre periférica son capaces de degradar a 

Ja P-caseina (Verdi R y Barbando D, 1991, Elitsur Y, 1991; Meisel H, 1997). Una posible 

explicacién del efecto del CasNa, caseina y f-caseina en la 32D es que estas células 
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también tengan la capacidad de degradar a estas moléculas y los péptidos liberades sean 

los responsables de la inhibicion en la proliferacién y diferenciacién observada. La 

patticipacion de los fragmentos de la caseina en la proliferacién y diferenciacidn de tas 32D 

es innegable puesto que el fragmento 1-5 de la B-caseina (1-5 P-casomorfina), mostré el 

mismo efecto de fos demas derivados de la caseina (fabla 3). 

En los ultimos afios varios investigadores han demostrado que los péptidos 

bioactives sintetizados o aislados de las a, B y « caseinas, afectan a células del sistema 

inmune, entre ellos esta fa activacion de neutréfilos (Rabgaoul N, 1994) y proliferacion de 

linfocitos (Kayser H, 1996; Elitsur Y, 1991), también existen reportes de abatimiento de la 

proliferacion en lineas celulares tumorales de seno y prostata (Kampa M. et al, 1996; 

Kampa M. et al, 1997). Ahora en este trabajo se demuestra que el fragmento I-5 de la B- 

caseina abate fa profiferacion e inducen la diferenciacién en tas células 32D. 

Los péptidos bioactivos derivados 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 receptores opioides fueron identificados, 

mediante la unién con su ligando y por técnicas de biologia molecular (RT-PCR), 

primeramente en el sistema nerviosa y posteriormente en células del sistema inmune, 

concretamente en linfocitos y leucocitos de sangre periférica y en lineas de tipo monocito- 

macrofago (P3884, U937) (Carr J. et al, 1988; Carr J. et al, 1991; Gavériaux C. et al, 1995). 

La presencia de receptores opioides en las células del sistema inmune explican [a 

modulacién de fa proliferacién de linfocitos mediada por la B-casomorfina 7 (Elitsur Y, 

1991) ola morfina (Roy et al, 1996). 

Aunque no se ha reportado la presencia de receptores opioides en las células 

mieloides primitivas, el hecho de que el fragmento 1-5-B-casomorfina induzca la 

diferenciaciacién de 32D lo sugieren, incluso ya existe un indicio indicecto de ta existencia 

de este tipo de receptores ent célutas precursoras mieloides, ya que cultivos de células de 

médula ésea en medio semisdlido en presencia de M-CSF, LPS, IL-1 suplementado con B- 
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endorfina (ligando de receptores opioides), aumenta el nimero de colonias del linaje 

macrofagico (Hagi et al, 1995). 

Los datos aqui presentados son las primeras evidencias de que ua compuesto 

proveniente de la caseina actte en células hematopoyéticas primitivas, lo cual abre un 

vasto campo de investigacion, entre ellos el proponer nuevos componentes y mecanismos 

de diferenciacion donde intervengan ligandos y receptores opicides, donde una de las 

primeras tareas es comprobar la existencia de receptores tipo opivide funcionales en 

células precursoras hamtopoyéticas, datos que reforzaran las recientes hipdtesis de 

comunicacién bidireccional entre los sistemas inmune y neuroendécrino no séto mediado 

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

Finalmente, aunque la linea 32D es catalogada como normal (Valtieri et af, 1987) 

el simple hecho de multipticarse indefinidamente indica cierto grado de transformacion, por 

to tanto sera pertinente confirmar el papel de estos péptidos en fa hematopoyesis normal y 

sumamente interesante ver su efecto en lineas celulares leucémicas, pensando en la 

posibitidad de que el mecanismo diferenciador sea compartido con fa linea 32D y se evalte 

la pertinencia det empleo de estos péptidos en la terapia de pacientes con este tipo de 

problema oncoldgico. 
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CONCLUSIONES 

EI caseinato de sodie inhibe la proliferacién de Jas células 32D en concentraciones 

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

No existe alteracién en la viabilidad de las células 32D con las concentraciones de 

CasNa que abaten la proliferacion. 

El CasNa induce la diferenciacin hacia el linaje monocito-macréfago de las 

células 32D. 

Solo un bajo porcentaje de fas células 32D tratadas con CasNa presentan 

diferenciacién funcional. 
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APENDICE A 

Tincién con Giemsa 

Reactivos 

|.- Solucién Stock 

Disolver 50 mg de Giemsa 

en 5 ml de metanol (cubrir de 1a luz) 

2. Solucion de tincién. (Preparar al momento de la tincién) 

Tomar | ml de fa sofuctén stock y diluir con 9 ml de H20 destilada 

Procedimienta 

Preparacién de la muestra 

-Tomar una alicuota (30-40 ul) y colocarla en fa camisa para la centrifuga (Shandon 

Southern cyiospin) 

colocar el porta-objetos y centrifugar a 1000 RMP por 5 minutos. Dejar secar. 

-Fijar fa muesira por 3 min. con metanol. Dejar secar. 

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

Determinacién 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 los blastos, la 

intensidad de coloracién del citoplasma es menor, el nucleo puede ser excentrico e identado 

y disminuye la proporcién nucleo/citoplasma . Los granulocitos-neutrofilos comparten Jas 

caracteristicas de Jos monocitos excepto que su tamaiio es semejante a los blastos y en el 

estadio en banda el nucteo tiene forma de dona. 
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APENDICE B  Anilisis citoquimico 

Tinci6n a-naftil acetato esterasa para monocito-macrofago 

Reactivos. 
(.- Alfa-Naftil Acetato 

2.-Sotucidn fijadora (estable por dos meses, 4-6" C) 
Disolver acetato de sodio (60 mg) en acetona (60 mi), adicionar agua destilada (40 mi) y 

acido acétice (70 fl). 

3.-Solucién de pararosanilina (estable por dos meses, 4-6°C) 
Disolver pasarosanilina (1gr) en HCL 2N (25 ml) realizarlo en caliente (baiio maria) filtro 
cuando esté a temperatura ambiente). , 

eS 
4.-Solucion de nitrito de sodio. —_ (1gr) en (25 mil) de agua destilada 

: m= 

5.- Solucién de fosfatos 0.2 M pH 7.0-7.1 = 
a) 11.9 9 de NaH:PO4 monohidratado(fosfato de sodio Acido) en (500 ml) de Agua 33 
destilada. 

b) 14.196g de NazHPO, Fosfato de sodio dibasico en 500 ml de agua destilada 
Mezclar 250 mi de fa solucién b con 130 ml de la solucién a 2 

<_< 6.- Hematoxitina de Meyer (Sigma USA) 8 3 

7.- Suero fisiolégico 
NaCl al 0.9% 

Procedimiento 

***Se utiliz como contro! positive la linea celular leucémica de tipo monocito-macrofage 
P388 

1 -Fijar los extendidos con la solucién fijadora durante un minuto 

Lavar con suero fisiolégico 

2.- Ineubar durante 60 min. en fa siguiente solucion 
a) 50 pl de la solucion de nitrito de sodio + 50 ul de la solucion de pararosanilina 
Mezelas las dos soluciones durante un minuto, adicionar Sml de la solucién de fosfatos 0.2 

M 
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APENDICE B  Andlisis citoquimico (continuacién) 

Tincién o-naftil acetato esterasa para monocito-macréfago 

b) Diluir 10 mg de a-naktil acetato en 0.2-0.3 ml de acetona después agregar agitando 20 
mul de fa solucién de fosfatos 0.2 M 

¢) Mezclar las dos soluciones y filtrar 
Lavar con aguas destilada 
3.- Tefiit 10-30 min, con hematoxilina de Meyer. 
Lavar abundantemente con agua destilada 

(En fas céhifas pasitivas se observa como un precipitado difuso color marrén en el 
citoplasma) 
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APENDICEC  Anilisis citaquimico 
Tincién cloro acetato esterasa para granulocito-neutrofilo 

Reactivos. 

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

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

2.-Sotucién 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 mi) 
PH 6.6 

3.-Solucion de fuccina nueva (estable por dos meses, T. ambiente) 

Disotver fixccina (1gr) en HCL 2N (25 ml) realizarlo en caliente (baiio maria) filtrar cuando 
aleance la temperatura ambiente). 

4.-Solucién de nitrito de sodio. (7 dias 4°C) (Igr) en (25 ml) de agua destilada 

5.- Solucién de fosfatos pH 7.73 

(0.852 gr) NagHPO, , (0.09gr) KH2PO, en agua destilada 100 ml. 

6.- Hematoxitina de Meyer (Sigma USA) 

7.- Suera fisiolégico 
NaCl al 0.9% 

Procedimienta 

***Se utilizé como control positive granulocitos de médula dsea de ratén CD-1 
1.-Fijar tos extendidos con la solucién fijadora durante un 30 segundos 

Lavar con suero fisiologico 
2.- Incubar durante 30 min. en la siguiente solucion 
a) 50 pL de la solucion de nitrito de sodio + 50 mi de la solucion de fuccina nueva 
Mezelar las dos soluciones durante un minuto, adicionar 9.5 ml de la solucidn de fosfatos 

pH 7.73 
Agregar 0.5 ml de la solucion de naftol AS-D Cloroacetato 
Lavar con agua destilada 
3.- Teffir 10-30 min, con hematoxilina de Meyee. 

Lavar abundantemente con agua destilada 
(En las células positivas se observa granulos rojos brillantes en el citoplasma) 
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APENDICE D 

Prueba de diferenciacién por Nitroazul de tetrazolio (NBT) 

(.- NBT (Nitco azul de tretazolio) 1.2 mM 

Img de NBT por ml de PBS. (guardar a 4°C, es util por una semana) 

2.~ TPA {(Miristato acido de forbol) 324 uM 

200 pg de TPA/Imt de Dimetil sulfoxido. Almacenar a -20°C 

3.- Solucién TPA/NBT 

Hacer una mezela de Jas soluciones adicionando !yl de TPA por 1000 pl de NBT con SFB 

al 10% 

Procedimiento 

*#**Se utilizd como control positive granulocitas de médula ésea de raton CD-1 

-Determinar fa viabilidad por exclusion al azul tripano 

-Mezclar volumenes iguales de la solucin TPA/NBT y del cultivo celular, agitar 

suavemente 

-Incubar 30 min. a 37°C y 5% de CO2 

-Realizar citospin tomando una muestra de 30-40 yl. 

-Fijar con metanol 

-Observar al microscopio las células positivas. 

Las células maduras monocitos y granulocitos-neutrofilos, producen anidn soperéxido 

cuando son estimulados con TPA. Este anion reduce el NBT soluble en agua y produce un 

color azul obscure (Azul de nitro diformazan, NBD) asociade con las células. 
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