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HEMATOPOYESIS Y CASEINAS
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RESUMEN

Los factores de crecimiento hematopoyético, miembros de la familia de las citocinas, son los principales
moduladores de la hematopoyesis, sin embargo, existen evidencias de que moléculas diferentes a las citocinas
también lo hacen. Un ejemplo es el acido retinoico que hoy constituye la primera opcién para el tratamiento
de leucemia promielocitica aguda. Tomando en cuenta que moléculas de caseina (principal protefina de la
leche) y su sal el caseinato de sodio (CasNa) y algunos péptidos derivados de la degradacion proteolitica de
la caseina regulan la respuesta inmune, nuestro grupo aporta evidencias de que también regulan la
hematopoyesis. Las caseinas y el CasNa bloquean la proliferaciéon de lineas de células hematopoyéticas
normales (32D) y leucémicas (WEHI-3). En las células 32D, el CasNa y la alfa-caseinas inducen la expresion
del factor estimulador de colonias de macréfagos y factor de necrosis tumoral alfa entre otras y este Gltimo es
responsable en parte del bloqueo de la proliferaciéon de las células 32D mediada por las caseinas. Algunas
casomorfinas, péptidos bioactivos derivados de la casefnas, también bloquean la proliferaciéon de las células
32D via receptores opioides, ruta no empleada por las caseinas o CasNa. Este conjunto de datos indica que las
casefnas o sus péptidos pueden modular la hematopoyesis, ademas de la respuesta inmune, por lo que es
necesario profundizar los estudios sobre la participacion de estas moléculas en algunas patologias relacionadas
con la hematopoyesis, respuesta inmune y seguramente el sistema nervioso.
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ABSTRACT

Hemopoietic growth factors, members of the cytokine family, are the main hemopoiesis modulators,
nevertheless, some experimental data point to the fact that different molecules apart from cytokines support
these activities. A clear example is the retinoic acid that represents the first option for acute promielocytic
leukemia treatment. Taking into consideration that casein molecules (main protein in the milk) and its derivative
salt, sodium caseinate (NaCas), and some peptides derived from proteolytic degradation of the casein molecule
regulate the immune response, our research group show evidences that these molecules also regulate
hemopoiesis. Casein and NaCas block efficiently proliferation of hemopoietic normal cells (32D) and leukemic
cells (WEHI-3). In the 32D cell line, NaCas and alpha-caseins induce the macrophage-colony stimulating factor
and the alpha tumor necrosis factor expression, and this factor is responsible, at least in part, of cell proliferation
inhibition of 32D cells mediated by caseins. Casomorphins, bioactive peptides derived from caseins, also block
cell proliferation of 32D cells acting through the opioid receptors, pathway that is not used for caseins or NaCas.
All these data point to the fact that caseins or its derivative peptides can modulate hemopoiesis, along with the
immune response, and in consequence is necessary to deepen studies about the participation of these molecules
in some pathologies related with the hemopoiesis, the immune response, and perhaps the nerve system.
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La hematopoyesis estudia los mecanismos celulares y
moleculares que permiten generar mediante proliferacion y
diferenciacion a las células sanguineas a partir de una célula
primitiva hematopoyética. La hematopoyesis es modulada por
citocinas'?, de entre ellas los factores de crecimiento
hematopoyético como interleucina 3 (IL-3), factor estimulador de
colonias de granulocito-macrofagos (GM-CSF), de granulocitos
(G-CSF), de macréfagos (M-CSF), eritropoyetina (EPO) y
trombopoyetina (TPO), son suficientes para promover la
proliferacion y diferenciacion de células precursoras hacia células
mieloides maduras®, mientras que varias citocinas y quimiocinas
originalmente reconocidas como reguladoras de procesos
inflamatorios o inmunes, han mostrado efectos como supresores
de la proliferacion, entre ellas tenemos al factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-alfa), el interferon gama (IFN-gamma), factor
de crecimiento transformante beta (TGF-beta) y el ligando 3 de
las CC quimiocinas también conocida como proteina inflamatoria
de macrofagos 1 alfa (CCL3/MIP-1alfa)*. Sin embargo, existen
biomoléculas de origen y naturaleza distinta a las citocinas que
afectan la proliferacion y diferenciacion de las células
hematopoyéticas, como por ejemplo el dcido retinoico (ATRA),
miembro de la familia de las hormonas esteroides®®, el cual ha
tenido gran impacto en la terapia de problemas hemato-
oncologicos, concretamente es la primera eleccion para el
tratamiento de la leucemia promielocitica aguda®.
Lamentablemente el tratamiento de otro tipo de leucemiamieloide
tiene un éxito reducido a pesar del uso de diferentes estrategias
terapéuticas (altas dosis de quimioterapia, transplante de médula
Osea, inmunoterapia, o bloqueadores de blancos moleculares),
y que constituyen un alto riesgo de dafio a células normales’, por
lo que sigue vigente lanecesidad de estudiar a profundidad, cada
una de las alternativas de modulacion hematopoyética para
facilitar una vision mas integral de la biologia basica de la
hematopoyesis y detectar nuevas estrategias terapéuticas para
solucionar problemas hemato-oncologicos.

La leche y los productos lacteos son componentes importantes
de la dieta humana, aun en la etapa adulta, e historicamente se
le ha valorado por su aporte nutricional®. La leche bovina esta
constituida por 3.6% de proteinas, 4.1% de grasas, 5.0% de
carbohidratos, menos del 1% de vitaminas y minerales y 86.6%
deagua. Dela fraccion proteica compuesta por alfa-lactalbiimina,
beta-lactoglobulina y caseina, esta ultima es la principal
componente con el 80% de la fraccion’.

La caseina se encuentra incluida en forma de complejo salino,
que al constituirse como particulas esféricas de dimension no
uniforme se les da el nombre de micelas. Estd compuesta
principalmente por cuatro clases de cadenas polipeptidicas
designadas como alfaS1-caseina, alfaS2-caseina, beta-caseinay
kapa-caseina'®.

La caseina es insoluble en agua sin embargo, al ser diluida enun
alcali a pH 6.6 origina ciertos preparados solubles llamados
caseinatos. El caseinato de sodio (CasNa) es producto de la
disolucion de la caseina en una solucion de hidroxido de sodio,
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seguido de evaporacion hasta que la humedad se reduce a un
4%, tras lo cual se obtiene un polvo blanco o incoloro, soluble
en agua y sin sabor °.

Tanto el caseinato de sodio (CasNa) como la caseina, debido a
sualto valornutricional se han empleado enlaindustriaalimenticia
como fuente de proteinas en cereales, productos dietéticos y en
aquellos destinados para pacientes con diabetes®!?, sin embargo
desde hace varios afios se tienen indicios de que ademas de su
importancia como fuente de aminoacidos, pueden modular la
respuesta inmune y la hematopoyesis.

Estudios in vivo indican que la eliminacion de caseina en la dieta
de ratones reduce la produccion de leucocitos, mientras que su
adicionreduce lamielosupresion'!, porunlado se dan evidencias
que tal efecto en la hematopoyesis se debe a la ausencia de
aminoacidos'?, mientras otros muestran que a pesar de la presencia
de aminoacidos, la eliminacion de caseina de la dieta conduce a
una produccion deficiente de la eritropoyetina en consecuencia
existe reduccion de la eritropoyesis'>. Ademas la inyeccion
intraperitoneal de CasNa en ratones induce la quimiotaxis de
granulocitos y posteriormente de macrofagos al sitio de la
infeccion aunado al incremento en la concentracion en suero de
actividad tipo factor estimulador de colonias de macrofagos y de
granulocitos', mientras que la caseina inyectada por esta misma
via induce la produccion del factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF) y de granulocito-macrofago (GM-CSF)".
Por su parte, la inyeccion subcutanea de caseina induce la
produccién de G-CSF perono de TNF-alfa'®, sinembargo aunque
todas estas citocinas son importantes en la regulacion de la
hematopoyesis, no existen datos que indiquen que las caseinas
efectivamente modulan la hematopoyesis in vivo.

Estudios in vitro revelan que labeta-caseina modula larespuesta
inmune al activar la produccion deradicales libres en granulocitos
einduce la proliferacion de linfocitos de carnero y la produccion
de anticuerpos !7, también se tienen evidencias de que inducen
la proliferacion de linfocitos T en pacientes con diabetes tipo 1
y 2, por lo que se sugiere que podria estar relacionada con el
desarrollo de la autoinmunidad en estos pacientes'®.

En el campo de la hematopoyesis, estudios in vitro nos han
permitido mostrar que el CasNa acelera la diferenciacion de
neutr6filos en banda hacia polimorfonucleares enraton'®, reduce
laproliferacion e induce ladiferenciacion hacia el linaje monocito-
macrofago de las células 32D (una linea hematopoyética
multipotencial dependiente de interleucina-3 y ampliamente
usada como modelo de estudio de la hematopoyesis normal en
raton)?, ademas induce la expresion de RNAm parael M-CSF y
sureceptor, incluso induce la liberacion de proteina bioactiva de
M-CSF en las células 32D?'.

Por otro lado, también mostramos que la alfa, beta y kapa-
caseina, al igual que el CasNa, bloquean la proliferacion de las
células 32D y de la linea leucémica mielomonocitica de raton
WEHI-3, aunque sélo las células 32D se diferencian hacia el
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linaje monocito-macrofago y expresan RNAm para M-CSF y su
receptor, y todas inducen la expresion en membrana del receptor
del M-CSF (c-fms) >23, mientras que solo el CasNa y en menor
medida la alfa-caseina inducen la sintesis de proteina M-CSF y
TNF-alfa?*. Las células 32Dy WEHI-3 son inducidas a expresar
TGF-beta por la alfa-caseina, beta-caseina y kapa-caseina pero
en mayor proporcion por el CasNa, lo mismo ocurre con la
induccion a la expresion de CCL3/MIP-1alfa excepto kapa-
caseina que no lo induce?. De acuerdo a nuestros datos el
CasNa tienen un potencial mas amplio en la induccion de la
diferenciacion celular e induccion a la expresion de citocinas
que las caseinas en la linea celular hematopoyética 32D y
leucémica WEHI-3.

De todas las citocinas inducidas por CasNa en las células 32D,
unicamente el TNF-alfa participa, aunque de maneramarginal, en
lasupresion de laproliferacion inducida por CasNa, mientras que
no encontramos evidencias de que TNF-alfa, TGF-beta, CCL3/
MIP-1alfa o incluso M-CSF, en forma individual sean
responsables de la diferenciacion hacia macréfagos, toda vez
que a pesar de la presencia de anticuerpos neutralizantes contra
estas citocinas, las células 32D en presencia de CasNa atin sufren
diferenciacion®.

Aunque se ha mostrado que las moléculas completas de caseina
regulan la hematopoyesis y algunas funciones inmunologicas,
se han identificado péptidos derivados de las caseinas que
también tienen propiedades antitromboticas, antitumorales,
inmunomoduladoras, antimicrobiales y antagonistas o agonistas
opioides®. En este sentido, péptidos derivados de la kapa-
caseina llamados casoplateinas actiian como antitromboticos?,
fragmentos de laalfa-caseina inhiben la proliferacion bacteriana?’,
mientras que se ha identificado actividad antitumoral en los
péptidos 90-95 delaalfacaseinay enlos 60-64 de labeta-caseina
designados por 90-95 alfa-casomorfinay 1-5 beta-casomorfina
respectivamente, en tanto se ha reportado que la 1-7 beta-
casomorfina derivada de la beta-caseina, es capaz de inhibir la

proliferacion de lineas celulares de cancer de mama y prostata
28,29

Por o anterior nuestro grupo de trabajo exploro el efecto de tres
casomorfinas (90-95 alfa-casomorfina, 1-5 beta-casomorfinay 1-
7 beta-casomorfina) en la proliferacion y diferenciacion de las
células 32Dy WEHI-3, encontramos que atin cuando la 1-5 beta-
casomorfinareducelaproliferacion enlas células 32D peronoen
WEHI-3 yla 1-7 beta-casomorfinalo hace ligeramente en ambas
lineas, ninguna promueve la diferenciacion macrofagica ya sea
morfologica o por induccidon a la expresion de antigenos
especificos (c-fims)?.

Es conocido que las casomorfinas actiian mediante receptores
opioides (receptores ampliamente expresados en células
nerviosas)® e incluso se ha propuesto que la beta-caseina
también utiliza esa via!’. El uso de naloxone, un antagonista
opioide’, reveld que el efecto de las caseinas o el CasNa no fue
modificadoaexcepciondela 1-5beta-casomorfinaen las células

32D. Esto indica que solo la 1-5 b-casomorfina modula la
proliferacion viareceptores opioides y que las células 32D tienen
receptores opioides funcionales, pero que las caseinas y el
CasNa no los usan para ejercer su funcion?, lo cual obliga a
investigar la ruta de activacion mediada por las caseinas.

El cimulo de evidencias descritos en los parrafos previos
indican que la alfa-, beta y kapa-caseina y su sal (CasNa) y
algunos de sus fragmentos como la 1-7 b-casomorfina, aunque
de forma diferencial pero todas afectan la hematopoyesis in
vitro, lo cual obliga a profundizar el estudio del efecto bioldgico
de estas diferentes moléculas no solo in vitro sino también in
vivo, sobre todo si consideramos que durante la digestion de las
caseinas por enzimas proteoliticas, se liberan péptidos, y luego
otras peptidasas degradan estos péptidos en aminoacidos que
son absorbidos por la mucosa intestinal, pero que algunos
péptidos son resistentes a los procesos de hidrodlisis y pueden
ser absorbidos. Por ejemplo, la 1-7 B-casomorfina fue detectada
en el intestino delgado después de la ingestion de leche en
humanos adultos’!, y un precursor estable de este mismos
péptido (Val-1-7 B-casomorfina) fue localizado en el intestino
delgado y en la sangre de corderos después de haberse
suministrado de forma oral®?, mas recientemente en un estudio
llevado por Chabance B, observo que en adultos humanos
sanos, péptidos bioactivos son liberados en el estomago durante
la digestion de leche o yogurt, y aunque el nimero y tamafio de
estos péptidos disminuye entre el estomago y el duodeno, dos
péptidos (uno derivado de la a- , y otro de la K-caseina) con
actividad bioldgica potencial pasaron a la sangre®’; ademas
estudios in vitro han revelado que enzimas gastrointestinales
tienen la capacidad de generar varios péptidos de la 3-caseina
con actividad opioide**. Esto indica que péptidos derivados de
la leche resisten la degradacion proteolitica en tracto digestivo
y que algunos alcanzan torrente sanguineo, lo cual sugiere que
pueden tener efectos bioldgicos normales a nivel sistémicos,
incluyendo la modulacion hematopoyética in vivo, pero que
también puede ser patologico ya que se tienen evidencia que en
pacientes con autismo, la concentracion de casomorfina es
elevada y que al unirse a los receptores opioides provocan
autismo, incluso la eliminacion de caseina de la dieta parece
reducir el cuadro patologico®. Por otro lado, se ha observado
que la dieta con caseinas en ratones neonatos es indispensable
para un eficiente desarrollo del sistema inmune de mucosas™,
incluso se ha mostrado que el amamantamiento por mas de 6
mesesreduce el riesgo de desarrollarleucemia micloide y linfoide®?,
de acuerdo a nuestros datos, existe la posibilidad de que las
caseinas o alguno de sus péptidos sea el responsable de este
conjunto deactividades, donde lamodulacion delahematopoyesis
tiene un papel relevante.

Finalmente, es interesante que una proteina de la dieta comun
pueda tener efectos sistémicos diversos incluyendo al
inmunolodgico y nervioso, sobre todo porque abre la posibilidad
que por la via alimenticia podamos modular la respuesta inmune
con fines profilacticos e incluso terapéuticos, aunque para ello
atn queda mucho camino por recorrer.
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