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Avances en la regulacion de la proliferacién y diferenciacion
de células hematopoyéticas, tanto normales como leucémicas,
por la caseina y sus componentes
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RESUMEN

Se sabe que la hematopoyesis es regulada por diversas citocinas endégenas; sin embargo, recientemente se ha encontrado que otras
moléculas exdégenas pueden coparticipar en dicha actividad. En este trabajo se analizan los avances del conocimiento de la regulacion
de la proliferacién y diferenciacién por la caseina en lineas celulares mieloides tanto normales como leucémicas y en células mononu-
cleadas de médula 6sea normal de ratén. Presentamos datos que indican que la caseina, sus subunidades y algunos de los péptidos
bioactivos que la constituyen, tienen la propiedad de inhibir la proliferacion de lineas de células leucémicas in vitro, asi como de inducir
su diferenciacion. La caseina, por otro lado, favorece la proliferacion de células hematopoyéticas normales tanto in vitro como in vivo; su
administracion promueve, incluso, la sobrevivencia en modelos de leucemia en raton.

Palabras clave: Regulacion de la hematopoyesis, caseina, biopéptidos, lineas leucémicas, sobrevida en un modelo de leucemia en raton.

ABSTRACT

It is known that hematopoiesis is regulated by endogenous cytokines, however it has been recently found that other exogenous molecules
can co-participate in this activity. This paper reviews the advances in the knowledge of the mechanisms involved in the regulation of the
proliferation and differentiation of myeloid leukaemia cell lines and of normal mice mononuclear bone marrow cells by casein. We present
evidence that casein, its subunits, as well as some of the bioactive peptides that it contains have the property of inhibiting the proliferation
and to induce differentiation of leukemic cell lines in vitro. On the other hand, casein induces proliferation of normal hematopoietic cells in
vitro and in vivo, and its administration promotes survival in a model of leukaemia in mice.
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hematopoyesis mas alla del aporte de aminoacidos para
la dieta humana.®” En este sentido llama la atencion que
recientemente se ha publicado que infantes que fueron
amamantados presentaron una baja significativa en la
frecuencia de desarrollo de leucemia en comparacion
con aquellos que no lo fueron,® lo cual hace pensar que a
través de la leche materna se transmiten algunos factores
que pudieran prevenir el desarrollo de esta enfermedad.’
A este respecto mencionaremos que se ha encontrado que
las subunidades alfa, beta y kappa-caseina, constituyentes
de la caseina, contienen un numero importante de péptidos
bioactivos. Entre éstos se encuentran las casomorfinas y
las casoxinas.!*!* Por ejemplo, para la casoxina C, que es
un decapéptido fragmento 25-34 liberado en la digestion
enzimatica de la kappa caseina y con actividad antagonista
opioide, existen receptores en las células mieloides, tanto
normales como de origen leucémico;'*!* ademas de que
puede participar activamente en procesos inflamatorios,
hasta se le ha considerado un homologo del componente
“a” del complemento C3 (C3a).' Como también se ha
encontrado que las células mieloides presentan receptores
para las caseinas y para algunos otros péptidos bioacti-
vos provenientes de éstas!’ consideramos probable que
este grupo de moléculas y péptidos puedan incidir en la
regulacion de la proliferacion y diferenciacion de células
hematopoyéticas normales, asi como también en aquellas
de origen leucémico; por tanto, podrian tener alguna apli-
cacion terapéutica.

En este trabajo se revisa el efecto de la caseina y
de algunos de sus componentes en la modulacion de la
proliferacion y diferenciacion, in vitro, de células hema-
topoyéticas, tanto normales como de origen leucémico; asi
como su papel en la sobrevida de ratones en un modelo
de leucemia en raton.

La caseina, sus subunidades y péptidos bioactivos
modulan la proliferaciéon y diferenciacion de lineas
celulares y de células normales hematopoyéticas de
ratén in vitro

La caseina es la principal proteina de la leche integrada
por 3 subunidades; alfa, beta y kappa-caseina. Ademas,
tiene en su forma de sal (caseinato de sodio: CasNa) una
importante aplicacion en la industria alimentaria.'®!° Desde
hace algunos afios se tiene evidencia de que componentes
de esta molécula (la beta-caseina) activan la produccion de
radicales libres en granulocitos e inducen la proliferacion

de linfocitos de carnero in vitro'® y también de linfocitos
T de pacientes con diabetes tipo 1 y 2." Estudios de
nuestro laboratorio permiten mostrar que la caseina, en
su presentacion como CasNa, acelera la diferenciacion de
neutréfilos en banda hacia polimorfonucleares,? ademas
de reducir la proliferacion e inducir la diferenciacion hacia
el linaje monocito-macréfago en la linea de células hema-
topoyéticas 32D en presencia de IL-3.>' Posteriormente
encontramos que el efecto inhibitorio no estaba restringido
solamente a una linea celular dependiente de factores de
crecimiento, sino que también bloqueaba la proliferacion,
en forma dosis dependiente, de lineas leucémicas de raton
como WEHI-3, J774 y P388.%

Con la finalidad de determinar la subunidad de la
caseina responsable de la inhibicion de la proliferacion e
induccidn de diferenciacion de la linea leucémica WEHI 3
se cultivaron éstas en presencia de alfa, beta y kappa-
caseina. Encontramos que la principal molécula inhibidora
era la kappa caseina aunque, por otro lado, con un potencial
de induccidn a la diferenciacion similar a la mostrada por
alfa y beta-caseina.?

Se ha publicado que las caseinas liberan diversos
péptidos bioldgicamente activos como producto de su
degradacion enzimatica y funcionan como hematomodu-
ladores, antitrombdticos, antitumorales, antimicrobiales,
inmunomoduladores, agonistas y antagonistas opioi-
des.'>13:2326 Algunos péptidos derivados de la kappa caseina
han sido ampliamente estudiados, como la casoxina C, un
decapéptido fragmento 25-34, antagonista opioide que
también ha mostrado ser un compuesto con importantes
funciones hematopoyéticas. Ademas, este péptido presenta
cierta homologia con el componente C3a de la cadena del
complemento, por lo que se le ha asociado con actividades
bioldgicas analogas. '

Con la finalidad de explorar si las casoxinas podrian
regular la proliferacion y diferenciacidon de células mie-
loides leucémicas se evalud si la casoxina A y la casoxina
C presentaban algun efecto antiproliferativo en la linea
WEHI-3. Encontramos que soélo la casoxina C presento
un efecto inhibitorio significativo de su proliferacion
(Figura 1) mientras que, por otro lado, ambas casoxinas
indujeron la diferenciacion hacia el linaje granulocitico
pero en menor proporcién que la molécula de caseina
completa (Figura 2). Estos resultados sugieren que no
todos los péptidos tienen el mismo efecto biologico y
que ademas pudieran existir efectos complementarios de
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Figura 1. Porcentaje de proliferacion de la linea de leucemia mie-
lomonocitica de ratén WEHI-3 en presencia de péptidos de kappa
caseina fragmentos 25-34 (casoxina c) y 58-62 (casoxina a).

varios de éstos que, en forma conjunta, pudieran inducir el
efecto observado con la molécula completa. Es interesante
mencionar que se han identificado varios de estos péptidos
productos de la digestion de la caseina que cruzan hacia
el torrente sanguineo.?’ Esta diversidad de propiedades de
biopéptidos encontradas en una linea mieloide se conser-
van incluso cuando se emplean las subunidades completas
de caseina ya que, por ejemplo, encontramos que aunque
la alfa y beta caseina inducen la diferenciacion hacia el
linaje monocitico-macrofagico en células 32D, solo la alfa
caseina presento la capacidad de inducir la expresion de

Control

la proteina M-CSF en estas células.?? Sorprendentemente
encontramos también que la caseina, en comparacion con
sus unidades constituyentes, ejerce una actividad bioldgica
mas completa, ya que ademas de inhibir la proliferacion
de lineas celulares e inducir su diferenciacion, también
fue la tinica con capacidad de promover la expresion de
receptores de M-CSF e inducir la secrecion de niveles
mas altos de este factor de crecimiento.”? Lo anterior
sugiere que la caseina puede ejercer un importante efecto
bioldgico en células hematopoyéticas, ya sea como mo-
lécula completa o a través de sus subunidades, o por los
péptidos bioactivos que contiene. Por otro lado nuestro
grupo ha encontrado recientemente que la caseina, ademas
de inhibir la proliferaciéon de manera sostenida hasta las
120 horas de cultivo en las lineas WEHI-3, J774 y 32D,
disminuye también de manera significativa la viabilidad
celular (Figura 3), lo cual indica que la caseina es citosta-
tica y citotdxica para estas lineas celulares. Es de llamar la
atencion que en las mismas condiciones de cultivo, pero
empleando células mononucleadas de médula dsea nor-
mal de raton en presencia de IL-3, encontramos que esta
molécula no las inhibe sino que, por el contrario, induce
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Figura 2. Tincion citoquimica en la linea de leucemia mielomonocitica de ratén WEHI-3 (400X). Tincién con cloroacetato esterasa es-
pecifica para el linaje granulocitico en presencia de péptidos de kappa caseina fragmentos 25-34 (casoxina c) y 58-62 (casoxina a) y
caseina, empleando como control células de médula 6sea de raton. 1 granulocito.
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su proliferacion al aumentar el nimero de células vivas en
mas de 80% respecto al cultivo con so6lo IL-3 (Figura 3).
Creemos interesante este hallazgo en donde, por un lado,
la caseina resulta ser citotoxica para las células leucémicas
y, por el otro, es promotora de la proliferacion mieloide
normal; consideramos pertinente continuar con el estudio
de la caseina y de la posible existencia de péptidos con
actividad biologica contenidos en ésta (ademas de los
descritos actualmente) que pudieran tener un efecto en la
hematopoyesis y su posible aplicacion terapéutica.
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Figura 3. Porcentaje de células vivas, después de 120 h de culti-
vo en ausencia (vehiculo) o presencia de caseina, de diferentes
lineas celulares mieloides normal (32D) y leucémicas (WEHI-3,
J774) y células mononucleadas de médula 6sea normal de raton
con IL-3 (CMN).

La administracion de caseina promueve la hematopo-
yesis normal in vivo

Los estudios del efecto de la caseina en la hematopoyesis
in vivo son limitados. Por ejemplo, se ha mostrado que
la inyeccidn intraperitoneal de CasNa, ademas de inducir
quimiotaxis de granulocitos y monocitos,”®* favorece
la acumulacién de células progenitoras mieloides en la
médula dsea de ratdn,* indispensable en el desarrollo del
sistema inmunitario de mucosas de ratones neonatos;?!
ademas, se sabe que su eliminacién en la dieta reduce la
produccion de leucocitos, mientras que su adicion elimina
la mielosupresion.® En este sentido, se conoce que una
dieta privada de proteinas y solo suplementada con caseina
muestra un nivel normal de células hematopoyéticas.??
Por otro lado, también se ha mostrado que a pesar de la
presencia de aminodacidos la eliminacion de caseina de la
dieta conduce a una produccion deficiente de eritropo-
yetina (EPO) y, en consecuencia, a una reduccién en la
eritropoyesis.® En este sentido, nuestro grupo encontr6 que
la inyecciodn intraperitoneal de caseina a ratones BALB/c

promueve también un incremento en la incorporacion de
BrdU, detectada por citometria de flujo, en las células
mononucleadas de médula ésea, 1o cual es un indicativo
de proliferacion mieloide (Figura 4).
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Figura 4. Proliferacion mieloide evaluada por incorporacion de
BrdU, en células mononucleadas de médula 6sea provenientes de
ratones sin tratamiento (control) o tratados con vehiculo o caseina.

La administracion de caseina incrementa significativa-
mente la sobrevivencia de ratones inyectados intrape-
ritonealmente con células leucémicas WEHI-3
Dentro de los modelos de leucemia in vivo empleados
en la actualidad la inoculacidn intraperitoneal de la linea
celular WEHI-3 a ratones BALB/c esta bien establecida
y de hecho es considerada como un buen sistema para el
estudio de compuestos con posible accion antileucémica,
como lo ya publicado para ATRA, aclacinomicina A,
IL- 6, G-CSF y vitamina D3.33-3¢

Bajo nuestras condiciones experimentales, observa-
mos que, de manera reproducible, podiamos utilizar a las
células WEHI-3 para inducir en el raton BALB/c espleno-
megalia, hepatomegalia, ademas del desarrollo de tumores
s6lidos semejante a lo ya publicado®*** y que de manera
invariable conducian a la muerte. Con base en lo anterior, y
para evaluar el posible papel de la caseina en la sobrevida
de estos ratones, inoculamos intraperitonealmente células
leucémicas WEHI-3 en ratones BALB/c y posteriormente
administramos, por la misma via, ya sea caseina, lipo-
polisacarido (LPS) como control proinflamatorio, s6lo
vehiculo (PBS) como control positivo de formacién de
tumores o so6lo caseina sin células leucémicas como control
negativo, después de lo cual evaluamos la induccién de
tumores solidos y la sobrevida de los animales.
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Los resultados muestran que unicamente el tratamiento
con caseina evita la muerte de mas de 30% de ratones
(n=15) inoculados con células WEHI-3, sin evidencia de
formacion de tumores en los ratones sobrevivientes hasta
por 4 meses de seguimiento (Figura 5). En contraste, to-
dos aquellos inoculados con el mismo numero de células
leucémicas y que recibieron tratamiento con s6lo LPS o
PBS, desarrollaron tumores y fallecieron a los 2 meses.
Los ratones que fueron solamente inoculados con caseina
presentaron una sobrevida de 100%.
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Figura 5. Porcentaje de sobrevivencia de ratones BALB/c inocula-
dos con una dosis letal de células WEHI-3 (2.5 x 10° células) y ade-
mas tratados con vehiculo (PBS), lipopolisacarido (LPS) o caseina.

El hecho de que la caseina haya favorecido la super-
vivencia de ratones inoculados con células leucémicas
abre la posibilidad de considerar a esta molécula como
candidato terapéutico. Ademas, seria interesante estudiar
aquellos componentes que pudieran ser los responsables
de dicha actividad y conocer si existe algun péptido capaz
de cruzar hacia el torrente sanguineo para su posible apli-
cacidn tanto profilactica como terapéutica en leucemias.

CONCLUSIONES

La caseina, la principal proteina de la leche, sus subunida-
des, asi como algunos de los biopéptidos que la constituyen
inhiben la proliferacion de lineas de células leucémicas
de ratén in vitro y, en las mismas condiciones, la caseina
induce la proliferacion de células de médula dsea normal.
La administracion de caseina in vivo promueve la prolife-
racion de células de médula dsea y, por lo tanto, promueve
la hematopoyesis medular. Ademas, su inyeccion en ra-

tones inoculados con dosis letales de células leucémicas
promueve la supervivencia en comparacion con los ratones
control, caracteristica que la perfila como una molécula con
posible aplicacion en neoplasias hematoldgicas, sin olvidar
el estudio de los componentes bioactivos que contiene.
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