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Introduccion

La leucemia linfocitica aguda (ALL) es el cancer pediatrico
mas comdn®. Actualmente, las opciones de tratamiento para
pacientes con reincidencia de ALL se basan principalmente
en inmunoterapias. Sin embargo, las malignidades
hematolégicas se asocian comunmente con una baja
inmunogenicidad y tolerancia inmune?, lo que puede
contribuir tanto a dificultades asociadas con el desarrollo de
inmunoterapias eficaces contra esta enfermedad como a la
recaida de la misma. Recientemente demostramos que
PKHBL1, un péptido agonista de CD47 derivado de la TSP1,
induce muerte celular inmunogénica (ICD) en lineas
celulares de leucemia linfocitica aguda de células T (T-
ALL)® y su homdlogo murino, L5178Y-R (linea celular de
linfoblastos tumorales T-murinos). Promoviendo la
exposicion y liberacion de patrones moleculares asociados al
dafio (DAMPs), ademas, la vacunacion profilactica con
células L5178Y-R tratadas con PKHB1 previno el
establecimiento de tumores in vivo. Por todo lo anterior, en
este trabajo buscamos entender el mecanismo de la
inmunogenicidad de las células muertas por PKHBL1, ex vivo,
y determinar si la ICD inducida por PKHB1 podria ser usada
como una posible herramienta terapéutica.

Parte experimental

Se evalud la exposicion de fosfatidilserina (Ann-V), la
permeabilidad de la membrana celular (P1), la exposicion de
calreticulina (CRT) por citometria de flujo. Se obtuvieron
células dendriticas a partir de la diferenciacion de sus
precursores en médula ésea de ratones BALB/c (usando IL-
4 y GM-CSF). Se analizaron las moléculas coestimuladoras
(CD80, CD86 y CD11c) en células dendriticas expuestas a
células tumorales muertas por el tratamiento con PKHB1
(PKHB1-TCL) y se analiz6 la liberacion de TNFa en el
sobrenadante de las células dendriticas anteriormente
mencionadas. Las células dendriticas se co-cultivaron con
linfocitos T CD3+ de ratones BALB/c, y ulteriormente con
las células tumorales. La activacion de los linfocitos T, se
analiz6 por la liberacion de IFNy (ELISA) y de IL-2 (FACS),
asi como por la muerte especifica de células tumorales
(pérdida de Calceina-AM). Finalmente se evaluo el efecto de
la vacunacion terapéutica con PKHB1-TCL sobre el
establecimiento tumoral en un modelo de linfoma murino.

Resultado y discusién

Se observo una fuerte correlacion entre el porcentaje de
muerte celular y la exposicion de calreticulina, encontrando

que a la concentracién citotoxica total (CCioo), el 90% de las
células exponen calreticulina. Ademas, se observd que el
PKHB1-TLC es capaz de inducir la maduracion de DCs al
aumentar los marcadores de maduracion CD80, CD86 y la
liberacion de TNFa. A su vez, se observé que las DCs
estimuladas con PKHB1-TLC son capaces de estimular
células T mediante la liberacion de IL-2 e INFy. Se
comprobd la activacion de las células T al observar la
liberacion de INFy en los co-cultivos con células L5178Y-
R. Se comprobd la citotoxicidad de las células T activas
mediante la evaluacion de la pérdida de calceina de las
células L5178Y-R después del co-cultivo. Por Gltimo, se
observd una regresion tumoral, impactando en el
mantenimiento de la sobrevida del 80% de los ratones
tratados con el PKHB1-TLC

Conclusiones

Nuestros resultados in vitro, ex vivo, e in vivo muestran que
el tratamiento con PKHB1-TCL induce ICD mediante la
liberacion de calreticulina, la cual promueve la maduracién
de DCs y la consecuente presentacion de antigenos y
activacion de células T, provocando asi la regresion tumoral
en ratones singénicos trasplantados con células L5178Y-R.
Esto resalta la inmunogenicidad de la muerte celular
inducida por la activacion de CD47, por PKHB1, como una
herramienta terapéutica potencial para superar la baja
inmunogenicidad y la tolerancia inmunitaria en T-ALL.
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