£

ﬁ'C

ARTICULO ORIGINAL

El caseinato de sodio induce la diferenciacion de las células
hematopoyéticas multipotenciales 32D
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Sodium caseinate induces differentiation of the
multipotential hemopoietic cell line 32D

ABSTRACT

Aim. To determine the role of sodium caseinate (CasNa) in the
modulation of hemopoiesis. Materials and methods. 32D
cells, a murine hemopoietic multipotential cell line dependent on
interleukin-3 (IL-3) for proliferation and survival, were used.
These cells were cultured with 0.5 ng/mL of IL-3, together with
different concentrations of CasNa. We evaluated: proliferation
(direct counting under the microscope and use of thymidine 3H),
morphological differentiation (giemsa staining), cytochemistry
(specific staining for monocytes and granulocytes), and function
(presence of Fc receptors and reduction of nitro-blue tetrazolium).
In addition, we determined cell viability through trypan blue ex-
clusion and apoptosis using the TUNEL assay in situ. Results.
We showed that CasNa induced a decrease in cell proliferation,
which is dose dependent, and is neither a result of a diminished
cell viability, nor due to an increase in cell death through apopto-
sis. In addition, CasNa induces cell differentiation towards the
monocytic lineage. Conclusions. CasNa has the capacity to dif-
ferentiate 32D cells towards the monocytic lineage, and, impor-
tantly, has a potent differentiating activity on 32D cells being
able to promote differentiation in a shorter time than the well
known factors G-CSF and GM-CSF.

Key words. Sodium caseinate. Myeloid. Hemopoiesis. Differenti-
ation. Monocyte-macrophage.

INTRODUCCION

La hematopoyesis es controlada por un grupo de cito-
cinas conocidas como factores de crecimiento hematopo-
yético e interleucinas,? sin embargo, existen biomolé-
culas de origen y naturaleza distinta a las citocinas que
afectan la proliferacion y diferenciacion de las células
hematopoyéticas, como por ejemplo el acido retinoico,
miembro de la familia de las hormonas esteroides.>*

RESUMEN

Objetivo. Evaluar la participacion del caseinato de sodio (Cas-
Na) en la modulacién de la hematopoyesis. Material y méto-
dos. Se emplearon células 32D, una linea celular hematopoyéti-
ca multipotencial, de origen murino y dependiente de interleuci-
na-3. Estas células se cultivaron con 0.5 ng/mL de interleucina-3
y con concentraciones variables de CasNa. En los cultivos se rea-
lizaron estudios de proliferacién celular (conteo directo e incor-
poracién de timidina 3H) y de diferenciacién morfolégica (tincién
con Giemsa), citoquimica (tinciones especificas para monocito-
macréfagos y para granulocitos) y funcional (presencia de recep-
tores Fc y reduccion de nitro azul de tetrazolio), ademas se de-
termino la viabilidad con azul de tripano y la apoptosis por la re-
accion Tunel in situ. Resultados. Se demostré que el CasNa
produce una reduccién en la proliferaciéon, dependiente de la do-
sis, que ésta no es provocada por una disminucién de la viabili-
dad de las células 32D asi como tampoco por un aumento de la
muerte celular por apoptosis. Ademas el CasNa indujo la dife-
renciacion de las células 32D hacia monocito-macréfagos en cul-
tivos de 4 dias. Conclusiones. Aparentemente el CasNa ejerce
una actividad tipo factor estimulador de colonias de macroéfagos.
Ademas, parece ser un potente factor de diferenciacion de las cé-
lulas 32D, ya que en sélo 4 dias de estimulo genera células de
tipo monocito-macroéfago, a diferencia de los 7 dias requeridos
por la combinacién de G-CSF y GM-CSF.

Palabras clave. Caseinato de sodio. Hematopoyesis. Diferen-
ciacién. Monocito-macréfago.

Aunque no existen evidencias directas de la partici-
pacién de la caseina (la proteina mas abundante de la
leche) en la hematopoyesis, algunos datos indican que
puede activar a los leucocitos ya que la caseina o su sal,
el caseinato de sodio (CasNa), inyectada via intraperi-
toneal en ratones o peces, inducen una respuesta infla-
matoria, promoviendo inicialmente la migracién de
neutrofilos y posteriormente de macréfagos a la cavi-
dad peritoneal.>® Adicionalmente, se ha reportado un
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incremento de la concentracion de citocinas tipo factor
estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF) y de
granulocitos (G-CSF), tanto en el suero como en el flui-
do de la cavidad peritoneal de ratones inyectados con
CasNa.” Por otro lado, nuestro grupo ha proporcionado
evidencias de que la inyeccién de CasNa a la cavidad
peritoneal de ratén, favorece la acumulacién de granu-
locito-neutroéfilos y de macréfagos, aunque sélo induce
la produccién de M-CSF en los granulocitos, un factor
que promueve la monocitopoyesis.® Este conjunto de
datos sugiere que el CasNa tiene la capacidad para in-
ducir la liberacién de citocinas.

Ademas, los cultivos de neutréfilos en banda pro-
venientes de la médula 6sea de ratén en presencia de
CasNa, presentan una transicién acelerada hacia
una morfologia polimorfonuclear o segmentada,®
una caracteristica de los granulocito-neutréfilos
completamente maduros.!?

El hecho de que los neutroéfilos en banda responden al
estimulo con CasNa, a pesar de no estar completamente
diferenciados, abre la posibilidad de que otros precurso-
res mieloides mas primitivos también sean blanco de
esta molécula, lo cual permite considerar la posibilidad
de abrir un nuevo campo de estudio in vitro e in vivo so-
bre la modulacién de la hematopoyesis, donde las protei-
nas de la leche, un producto alimenticio, pueden tener
gran relevancia inmuno-hematolégica. Por lo anterior,
en el presente trabajo se estudia el efecto del CasNa so-
bre la proliferacion y diferenciacion de las células 32D de
ratén, una linea hematopoyética multipotencial depen-
diente de IL-3 y ampliamente usada como modelo de es-
tudio de la hematopoyesis normal.!

MATERIAL Y METODOS

Linea celular. La linea mieloide multipotencial
32D dependiente de IL-3,!! gentilmente donada por la
Dra. T. Hoang (Laboratorio de Hematopoyesis y Leu-
cemia, Montreal, Quebec, Canada), se cultivé en una
atmosfera al 5% de CO, y 37°C, en medio Iscove’s Mo-
dified Dulbecco’s (Gibco BRL USA), suplementado
con 10% de suero fetal de bovino (SFB, Gibco BRL
USA) previamente inactivado a 56°C y 0.5 ng/mL de
rmIL-3 (R&D System, Minneapolis, MN). El cultivo
fue mantenido con una densidad inicial de 1x105 célu-
las/mL y resembrado en cajas Petri (Fisher Brand,
Denmark) a las 48 horas al llegar a 1x10° células/mL.
La concentraciéon de rmIL-3 empleada en este trabajo
fue obtenida después de realizar una curva dosis res-
puesta de la proliferacién con las células 32D.

Tratamiento de las células 32D con CasNa.
Las células 32D se cultivaron en placas de 96 pozos
de fondo plano (Nunclon, Denmark), a una densidad

inicial de 2x10, células/mL y 0.5 ng/mL de rmIL-3 y
en presencia de 2 mg/mL de CasNapor 1,2,3,4y 5
dias o durante 4 dias con 0.1, 0.5, 1, 2 y 3 mg/mL de
CasNa, a menos que se indique de otra manera. El
CasNa (Difco Laboratories, USA) se disolvié en PBS
al 10% w/v y se esteriliz6 por autoclave. En los ensa-
yos se incluyeron como controles, cultivos con PBS a
una concentraciéon final del 2%.

Evaluacién de la proliferacion celular. Ni-
mero celular. Después de transcurrido el tiempo
indicado para cada ensayo, los cultivos celulares fue-
ron resuspendidos y una alicuota se coloc6 en un he-
mocitémetro para evaluar el nimero celular bajo un
microscopio de luz (Carl Zeiss) y posterior calculo de
la densidad celular.

Incorporacion de timidina tritiada. La cuan-
tificacién de la incorporacién de timidina tritiada fue
otro parametro usado para evaluar la proliferacién ce-
lular. Al segundo dia de cultivo de las células 32D
(2x10* células/mL) en presencia o ausencia de 0.5, 1, 2
y 3 mg/mL de CasNa y 0.5 ng/mL de rmIL-3, se adicio-
n6 1 u(Ci/mL de 3H-timidina (Amersham, actividad
185 mbq), 24 horas después fueron cosechadas, lava-
das con PBS y lisadas con NaOH (0.4 M). Finalmente
se anadieron 2 mL de liquido de centelleo (Beckman,
USA) y se hizo la lectura en un contador de emisiones
beta (Beckman L.S6500).12

Viabilidad celular. Necrosis. Para determinar la
existencia de muerte por necrosis en las células 32D
tratadas con CasNa, se empleé el método de incorpora-
cién del colorante azul tripano (Sigma Co. USA). Una
muestra de las células cultivadas se mezcl6 en una pro-
porcién 1:1 con el colorante, se incubé durante 5 min. a
temperatura ambiente, se coloc6 en un hemocitémetro
y se contaron 200 células para calcular el porcentaje de
células muertas (tenidas por el colorante) y vivas.

Apoptosis. Para evaluar la muerte por apoptosis,
las células 32D, a una densidad de 1.5 x 10° células/
mL, se cultivaron por 48 horas en presencia o ausen-
cia de 0.5 ng/mL de rmIL-3 y 2 mg/mL de CasNa. El
botén celular fue lavado con una solucién de BSA
(albtimina bovina) al 1% en PBS (solucién PBA) y fi-
jado con formaldehido al 3%. La apoptosis se evalu6
por reaccién Tunel in situ,!® y el porcentaje de célu-
las apoptoticas se calculé empleando un microscopio
de epifluorescencia (Olympus BH-2).

Diferenciacion Celular: Diferenciacion mor-
fologica. La diferenciacion morfolégica se evalué
después de realizar un frotis y tenirlo con el coloran-
te Giemsa (Sigma Co. USA), diferenciando los blas-
tos de los linajes monocito-macréfago y granulocito-
neutrofilo por su tamaio, forma del nicleo y la pro-
porcién ntcleo-citoplasma.l415
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Tincion citoquimica. Para identificar con mayor
precision los linajes celulares, se realizaron técnicas
de tincién citoquimica especificas para el linaje mono-
cito-macroéfago (alfa-naftil acetato esterasa) y para el
granulocito-neutréfilo (cloroacetato esterasa).®

Reduccion de NBT. La diferenciacion funcional
se evalué mediante la reduccién del NBT (nitro azul
de tretazolio) por los aniones superéxido, que indica
la capacidad microbicida de monocitos y neutréfilos,
un parametro usado para evaluar la diferenciaci6on
funcional de células fagociticas.!” Brevemente, se
preparé una soluciéon con 1000 pL de NBT 1.2 mM
por cada pL. de TPA (miristato 4cido de forbol) 324
pM, adicionando suero fetal bovino al 10%. Esta so-
lucién se anadi6 al cultivo en proporcién 1:1 agitan-
do suavemente e incubando 30 min. a 37°C. La eva-
luacién de las células que redujeron al NBT se reali-
z6 en un microscopio invertido para placas (Sedival).

Presencia de receptores Fe. La expresion de re-
ceptores Fe para la IgG se determiné mediante el en-
sayo de rosetas con eritrocitos activados (EA). Las
células fueron lavadas con PBS e incubadas por 30
min. a 37°C con 180 uL. de RPMI y 20 pL de eritroci-
tos de carnero opsonizados con anticuerpos anti-eri-
trocitos de carnero (Sigma Co. USA). Posteriormen-
te, las células fueron resuspendidas suavemente y se
colocaron en un hemocitémetro y se conté el nimero
de rosetas formadas. Células con tres o més eritroci-
tos adheridos se consideraron positivas.!8

Todos los experimentos se realizaron por triplicado
y cuando menos tres veces de manera independiente,
los resultados se expresaron como media y su desvia-
cion estandar. En los ensayos de viabilidad, apoptosis y
diferenciacién (morfolégicos, citoquimicos y funciona-
les) se contaron al menos 200 células por preparacion.

RESULTADOS

Para evaluar el afecto del CasNa en la cinética de
proliferacién de las células 32D, se emplearon estas
células con o sin 2 mg/mL de CasNa, dosis que indu-
ce la diferenciacién de neutréfilos en banda.? En este
ensayo se demostré que a pesar de la presencia de la
rmIL-3, el CasNa redujo la proliferacién celular des-
de los 2 dias de cultivo, aunque fue més evidente a
los 3, 4 y 5 dias con un decremento de hasta un 50%
en comparacién con la proliferacion obtenida con la
adiciéon de sé6lo rmIL-3 (Figura 1). Los cultivos no
mostraron proliferacién en ausencia de rmIL-3 con o
sin CasNa (datos no mostrados).

Para determinar si la reduccién de la proliferacién
de las células 32D era dosis dependiente, se realizé
una curva dosis-respuesta con CasNa. La evaluacién

del ntmero celular después de 4 dias de cultivo mos-
tré que con 0.5 mg/mL de CasNa ya existian indicios
de inhibicién, sin embargo, se requirié 1 mg/mL o
mas para obtener un abatimiento en la proliferacion
de aproximadamente el 50% (Figura 2a).

La reduccion de la proliferacién inducida por el
CasNa, se confirmé mediante ensayos de incorpora-
ci6én de timidina tritiada, usando las dosis (0.5, 1,2y
3 mg/mL) de CasNa que mostraron signos de abati-
miento de la proliferacién celular. Los datos mues-
tran que estas dosis redujeron la proliferaciéon en
aproximadamente un 60% (Figura 2b).

Con el propésito de establecer si la reduccién en la
proliferacién provocada por el CasNa es consecuen-
cia de una disminucién de la viabilidad celular, las
células 32D se cultivaron durante 4 dias con diferen-
tes dosis de CasNa. Por medio de la técnica de exclu-
si6n de azul tripano, se encontré que la viabilidad ce-
lular fue de aproximadamente el 90%, independiente-
mente de la concentracién (0.1, 0.5, 1, 2 y 3 mg/mL)
de CasNa. También se observé un 90% de viabilidad
celular al emplear 2 mg/mL de CasNa durante 1, 2, 3
y 4 dias de cultivo.

Al evaluar la apoptosis en las células 32D cultiva-
das por 2 dias con s6lo 0.5 ng/mL de rmIL3 o en com-
binacién con 2 mg/mL de CasNa, en ambos casos se
encontré un 2 + 0.5y 3 + 0% de muerte por apoptosis
respectivamente, a diferencia del 100% encontrado en
los cultivos en ausencia de rmIL-3 con o sin CasNa.

Para determinar si la caida de la multiplicacién ce-
lular promovida por el CasNa, era consecuencia de
una induccién a la diferenciacién morfoldgica, la tin-
cién de las células 32D cultivadas durante 4 dias en
presencia de diferentes dosis de CasNa, mostré que
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Figura 1. Proliferacion de las células 32D en presencia de 2 mg/mL de
CasNa a diferentes tiempos de cultivo. rmIL-3 = interleucina-3 recombi-
nante de ratén. CasNa = caseinato de sodio.
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Figura 2. Proliferacion de las células 32D con diferentes dosis de Cas-
Na. a) Evaluacién del nimero celular a los 4 dias de cultivo. b) Incorpo-
racion de timidina tritiada después de 3 dias de cultivo.

con 1.0 mg/mL ya existen evidencias de diferenciacion
hacia el linaje monocito-macréfago, alcanzando un 39
y 49% con dosis de 2 y 3 mg/mL respectivamente,
mientras que no se encontraron indicios de diferen-
ciacién hacia el linaje granulocitico (Cuadro 1).

Al emplear la técnica de tincién citoquimica espe-
cifica para monocitos o granulocitos, en las células
cultivadas por 4 dias con diferentes dosis de CasNa,
se encontré que efectivamente sélo se esta favore-
ciendo la diferenciacién hacia el linaje monocito-ma-
cré6fago, mostrando un efecto similar en la evalua-
cion morfolégica (Cuadro 1y Figura 3).

Para estudiar si el caseinato de sodio, ademas de la
diferenciacion morfolégica y citoquimica, también in-
duce caracteristicas de diferenciacién funcional en las

células 32D, se evalué la produccién de radicales de oxi-
geno (anién superoxido) mediante la reduccién del
NBT. Los datos indican que las células 32D mostraron
una débil pero consistente capacidad para reducir NBT
en forma dosis dependiente del CasNa (Cuadro 1).

La cuantificacién de otro parametro de diferencia-
cién funcional, la expresién de receptores Fe, evalua-
da de acuerdo al porcentaje de la poblacién celular ca-
paz de formar rosetas EA, indic6 que el CasNa induce
la expresion del receptor Fc en forma dosis depen-
diente, alcanzando un maximo de 64% de formacién
de rosetas con una dosis de 3 mg/mL (Cuadro 1).

DISCUSION

Esta documentado que las citocinas, hormonas y
neuropéptidos modulan la hematopoyesis.!?2 Los da-
tos presentados en este trabajo dan evidencias de la
participacién del CasNa, una sal de las proteinas de la
leche (caseinas), como otro modulador de la hematopo-
yesis ya que la adicién del mismo disminuy6 la prolife-
racion e indujo la diferenciacién de las células 32D ha-
cia el linaje monocito-macréfago, asi como la expresion
de receptores Fc y produccién de radicales libres (re-
duccién de NBT). Teniendo en mente que este es el pri-
mer estudio que evalta el efecto del CasNa en la hema-
topoyesis y el resultado indica bloqueo de la prolifera-
cion mieloide, existe la posibilidad de que tal respuesta
sea un reflejo del efecto toxico del CasNa. Sin embargo,
este no es el caso ya que encontramos alta viabilidad
celular y sin evidencias de muerte por necrosis o apop-
tosis. Ademas, la reduccién de la proliferacién no es
consecuencia de la posible presencia de lipopolisacarido
un producto bacteriano que puede inhibir la hematopo-
yesis,?! ya que la adicién de altas dosis no afect6 la pro-
liferaci6n de las células 32D (datos no mostrados).

Por el contrario, la disminucién de la proliferacion,
generacion de células del linaje monocito-macroéfago,
induccién a la expresién de receptores Fc y reduccion
de NBT en las células 32D después de su exposicion al
CasNa, indica que esta biomolécula promueve una di-
ferenciaciéon mieloide. Particularmente porque la dife-
renciaci6én de células precursoras hematopoyéticas in-
cluye una reduccién de la proliferacion y transicién de
células blasticas hacia formas maduras, acompanada
de la produccién de lisozima, radicales libres, expre-
sion de receptores de superficie celular tales como los
receptores Fc e inmunofagocitosis.102223

El CasNa parece ser un potente diferenciador de las
células 32D hacia el linaje monocito-macréfago, sobre
todo si consideramos que requiere un estimulo de tan
sélo 4 dias, en comparacién de los 7 dias de cultivo en
presencia de G-CSF mas GM-CSF para obtener el mis-
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Cuadro 1. Induccién a la diferenciacion de las células 32D tratadas con diferentes dosis de CasNa. Porcentaje de monocito-macréfagos y granulocito-
neutréfilos después de la tincién con giemsa y citoquimica especifica (alfa-naftil acetato esteras para macréfagos y cloroacetato esterasa para neutréfi-
los). Porcentaje de células reductoras de NBT (nitro azul de tretazolio) y células formadoras de rosetas EA (eritrocitos activados). ND = no determinado.

Caseinato Produccion
de sodio Diferenciacion Tinci6n citoquimica Expresion de del anién
(CasNa) morfolégica (%) especifica (%) receptores Fc superéxido
Monocito- Granulocito- Monocito- Granulocito- Formacion Reduccion
mg/mL macr6fago neutréfilo macréfago neutréfilo de rosetas EA (%) de NBT (%)
0 05 %07 53+ 15 38 0.7 11+£15 10£15 00
0.1 28 + 25 47 £ 4.2 N.D. N.D 14.3 £ 0.6 N.D.
0.5 43 +18 0712 11+1.8 5+1.2 23.7 £ 3.3 14 +1.0
1.0 125+ 4.9 03 £ 0.6 29 £ 49 6 +06 46 + 6.9 2.7 £ 041
2.0 39.3 + 8.8 00 35.3 + 8.8 60 54 + 43 45+ 04
3.0 48.8 = 11 00 N.D N.D 648 £ 7.0 43 + 0.1

a b c
d e f

Figura 3. Tincion citoquimica especifica con alfa-naftil acetato esterasa para el linaje monocito-macréfago (a, b, c) y cloroacetato esterasa para granulocito-
neutréfilos (d, e, f). Linea macrofdgica P388 y células de médula ésea de raton como control positivo para el linaje macrofagico (a) y granulocito-neutrdfilo (d)
respectivamente. Células 32D cultivadas con rmiL-3 y suero fetal bovino (b, e). Células 32D cultivadas con rmlIL-3, suero fetal bovino y CasNa (c, f).
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mo resultado.?* La diferenciacién de células 32D hacia
monocito-macréfagos bajo el efecto del G-CSF y GM-
CSF se da gracias a la induccion a la expresion del re-
ceptor de GM-CSF promovido por el G-CSF.?* Desco-
nocemos si el CasNa induce la expresion de alguna ci-
tocina y su receptor en las células 32D, de manera que
favorezca su diferenciaciéon hacia el linaje monocito-
macréfago. Uno de los candidatos para mediar este
efecto es el M-CSF, no sélo porque las células 32D se
diferencian hacia monocito-macréfagos, sino porque
hemos mostrado que el CasNa induce la produccion de
M-CSF en los granulocitos.? Sin embargo, aunque no
se descarta la posibilidad de que las células 32D trata-
das con CasNa produzcan M-CSF o su receptor, existen
datos que indican que el M-CSF no afecta la prolifera-
cién y diferenciacién de las células 32D, probablemente
por la ausencia de receptores para M-CSF en esta linea
celular.?* Otro candidato es el GM-CSF, sin embargo,
debido a que este requiere hasta 7 dias de exposiciéon
para observar el mismo efecto inducido por el CasNa
en tan sélo 4 dias de cultivo, es poco probable que este
factor sea el responsable de la diferenciacion.

Una probable ruta de activacion de las células 32D
mediada por el CasNa es a través de los receptores
opioides. El caseinato de sodio se obtiene disolviendo
o-caseina, B-caseina y k-caseina en hidréxido de sodio
y evaporando posteriormente,?® lo que implica que el
CasNa tiene sales de (-caseina. Se ha reportado que la
[B-caseina y algunos péptidos liberados durante su de-
gradacién, conocidos como casomorfinas, favorecen la
fagocitosis en células mononucleadas.?627 Es ya cono-
cido que las casomorfinas ejercen su actividad biolégi-
ca uniéndose a los receptores opioides.?® Adema4s,
existen evidencias de la presencia de receptores opioi-
des en células precursoras mieloides.2? Por lo ante-
rior, la posibilidad de que la ruta de activacién del ca-
seinato de sodio sea a través de los receptores opioides
parece ser una primera opcién a evaluar.

Independientemente de la ruta de activacién, es
evidente el efecto biolégico del CasNa sobre las células
mieloides multipotenciales, el cual es similar al de un
factor de crecimiento hematopoyético. La propiedad
del CasNa para inducir la generacién de células del li-
naje monocito-macrdéfagos, asi como la induccién a la
expresién de receptores Fc y produccién de radicales
libres, semeja la actividad del M-CSF, una citocina es-
pecifica del linaje monocito-macréfago, la cual pro-
mueve un limitado nimero de divisiones celulares, y
fuerte diferenciacién hacia el linaje macrofagico.?

Las caracteristicas de diferenciacién inducidas en
las células 32D por el CasNa son relevantes en el
contexto inmunolégico. Particularmente porque los
monocito-macréfagos son las principales células

efectoras del sistema inmune, mientras que los re-
ceptores Fc constituyen el puente de comunicacién
entre la respuesta inmune especifica y las células
efectoras, via unién de complejos antigeno-anticuer-
po a los receptores Fe. La unién de los complejos in-
munes a los receptores Fc desencadena la inmunofa-
gocitosis, citotoxicidad celular dependiente de anti-
cuerpos, producciéon de radicales libres, e incluso
produccién de citocinas.?? Todas estas respuestas se
consideran como una de las principales lineas de de-
fensa del organismo ante infecciones por patégenos o
en la eliminacién de células propias transformadas.3°

Aunque se ha publicado que la caseina y el caseinato
de sodio inducen quimiotaxis en leucocitos in vivo,>631
la B-caseina coestimula la produccién de anticuerpos,
incremento de la capacidad de los granulocitos para re-
ducir al NBT, induccién?” o inhibicién de la proliferacion
de linfocitos,?2 ademas el CasNa induce la liberacién in
vivo de citocinas tipo M-CSF y G-CSF7 y de M-CSF in
vitro.? Este es el primer trabajo que demuestra que el
CasNa induce la diferenciacién morfolégica y funcional a
partir de precursores hematopoyéticos multipotenciales,
lo cual resalta la posible importancia biolégica de los
compuestos de la familia de las caseinas en la respuesta
inmune y modulacién de la hematopoyesis. Por lo ante-
rior, este estudio realizado in vitro sugiere una nueva al-
ternativa en la modulacién de la hematopoyesis, a base
de proteinas de la leche que puede sumarse a la mediada
por citocinas, hormonas y neuropéptidos.

La fuerte capacidad del CasNa para inducir dife-
renciacién mieloide lo hace un candidato propicio para
evaluar su efecto en células hematopoyéticas malig-
nas. Asi, no sé6lo conoceremos su papel en los procesos
basicos de diferenciacién, sino que también puede
abrir opciones para investigar un posible uso terapéu-
tico en enfermedades oncolégicas e infecciosas.

Por otro lado, se ha demostrado que durante la di-
gestion intestinal de la caseina y del caseinato de sodio,
se liberan péptidos biolégicamente activos,?®33 entre
ellos las casomorfinas, los cuales llegan al torrente san-
guineo y se unen a los receptores opioides, incluyendo a
los expresados en los linfocitos®*3* Es fundamental de-
mostrar que el caseinato de sodio modula la hematopo-
yesis via receptores opioides, ya que de confirmarse po-
dria tener gran impacto en el sector salud, sobre todo
porque la poblacién de més escasos recursos sufren de
desnutricién y alta frecuencia de enfermedades infec-
ciosas, por lo tanto una dieta bésica suplementada con
caseinato de sodio (ampliamente usado en la industria
alimenticia), contribuiria al suministro de proteina de
alto valor nutricional y al mismo tiempo existe la posi-
bilidad de que pudiera promover el fortalecimiento de
la respuesta inmune.
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