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El Immunepotent-CRP induce apoptosis en células leucemicas Molt-4
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Introduccion

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la causa de
mortalidad mas comun relacionada con cancer en infantes, y el
mecanismo para la progresién maligna se debe a la evasion del
sistema inmunolégico (SI).! Actualmente, la mayoria de los
tratamientos antitumorales son inespecificos, y por lo general
causan dafios importantes en el Sl de los pacientes. Las
inmunoterapias son tratamientos que hacen uso del Sl del paciente
para combatir mdltiples enfermedades como infecciones
bacterianas, como la tuberculosis; enfermedades autoinmunes
como la artritis reumatoide; inmunodeficiencias como el VIH, y
recientemente, se han utilizado como terapia adyuvante en
distintos tipos de cancer.? EIl IMMUNEPOTENT-CRP (I-CRP) es
un tipo de inmunoterapia, desarrollada en el Laboratorio de
Inmunologia y Virologia, con actividad antitumoral en distintos
tipos de células cancerosas.®> También, demostrd tener efecto
quimioprotector e inmunomodulador en distintas poblaciones de
células del SI.*® Por ello, se cree que el I-CRP puede tener efectos
potenciadores sobre las diferentes poblaciones de linfocitos sanos
y al mismo tiempo poseer efecto citotoxico importante en
linfocitos tumorales. El objetivo de esta investigacion fue analizar
el efecto del I-CRP sobre la viabilidad de linfocitos sanos y
tumorales.

Metodologia

La viabilidad de linfocitos sanos y tumorales se evalué por
citometria de flujo analizando actividad esterasa con el marcador
Calceina-AM. Para ello, se utilizaron células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) de donadores sanos, y la linea celular
Molt-4 como modelo de leucemia linfoide aguda-T (T-ALL). La
muerte celular en linfocitos tumorales se realizd mediante
citometria de flujo analizando la exposicion de la fosfatidilserina
y la permeabilidad de la membrana plasmatica. Para analizar el
mecanismo de muerte celular regulada (MCR), se evalu6 la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), usando al
NAC como inhibidor. El dafio nuclear se determind con el anélisis
de Y-H2AX, p53, ciclo celular y degradacion del ADN; y el dafio
mitocondrial se determind mediante la périda del potencial de
membrana mitocondrial. Finalmente, se analizaron caracteristicas
bioguimicas de apoptosis; modulacion del radio Bax y Bcl-2,
activacion de caspasa-3, y la implicacion de las caspasas
iniciadoras 8 y 9, vy la principal caspasa efectora 3 en el
mecanismo de MCR.

Resultados y discusién

El I-CRP no afecta la viabilidad de PBMC y de linfocitos sanos;
sin embargo, induce citotoxicidad selectiva de manera
dependiente de tiempo y dosis en células Molt-4. Indicando, que

el 1-CRP posee efecto antitumoral selectivo en lineas celulares
leucémicas, independiente del linaje celular. El anélisis del
mecanismo de MCR en células leucémicas Molt-4 inducido por el
I-CRP demostr6 que genera dafio en el ADN (y-H2AXx),
incluyendo la sobreexpresion de la proteina p53 para reparacion
del dafio, que conlleva arresto del ciclo celular en la fase G2, dafio
que finalmente conduce a la degradacion del ADN. Ademas, el |-
CRP genera la produccién de ROS, moléculas que pueden ser
inhibidas en presencia del antioxidante NAC. El aumento de ROS
intracelular conduce a un dafio mitocondrial (pérdida del potencial
de membrana mitocondrial), generando la modulacién de
proteinas pro y anti-apoptoticas (Bax y Bcl-2); de igual forma, las
ROS activan a la principal caspasa efectora (caspasa-3),
induciendo apoptosis intrinseca y extrinseca, dependiente de ROS
en células leucémicas Molt-4. Los resultados difieren con lo
propuesto en células de céancer cervical (HelLa), por Martinez-
Torres y colaboradores en 2018, en donde se demostré que el I-
CRP induce un mecanismo es independiente de caspasas; sin
embargo, se comparten caracteristicas bioquimicas como la
degradacion del ADN, el arresto del ciclo celular, la produccion
de ROS, y el dafio mitocondrial.

Conclusiones

Nuestros resultados muestran que la MCR inducida por el I-
CRP es apoptosis en la linea celular de T-ALL (Molt-4), sin
afectar PBMC y linfocitos sanos. Esta investigacion abre la puerta
para evaluar detalladamente su funcién en el mecanismo de
muerte celular en células tumorales en conjunto con otras terapias;
y entender el funcionamiento inmunoregulador en linfocitos sanos
para potenciar su aplicacion en distintas patologias asociadas al SI.
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