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Resumen

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) constituye la enfermedad maligna mas comun en la infancia y
la principal causa de muerte en la poblacion infantil. La apariciéon de resistencias y recaidas hacen
imprescindible la busqueda de nuevas dianas terapéuticas contra esta enfermedad. El objetivo de este
trabajo es el estudio de los efectos de un inhibidor del proteosoma de segunda generacion, Carfilzomib,
como posible tratamiento para la LLA, y su cotejo in vitro con los farmacos utilizados convencionalmente
en la terapéutica. Los resultados del analisis muestran como Carfilzomib podria ser eficaz en el tratamiento
de la LLA, pudiendo ser incorporado al arsenal terapéutico actual.
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Abstract

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignant disease in childhood and the leading
cause of death in the child population. The appearance of resistances and relapses make it imperative
to search for new therapeutic targets against this disease. The objective of this work is the study of the
effects of a second-generation proteasome inhibitor, Carfilzomib, as a possible treatment for ALL, and it’s in
vitro comparison with the drugs conventionally used in therapeutics. The results of the analysis show how
Carfilzomib could be effective in the treatment of ALL, and can be incorporated into the current therapeutic
arsenal.
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Introduccion

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer mas
comun en la infancia, constituyendo la causa de muerte mas
frecuente por enfermedad en la poblacion infantil, debido a
la recaida leucémica y/o a la refractariedad terapéutica (Bel-
son, Kingsley y Holmes, 2006).

Gracias a los avances de las ultimas décadas, los proto-
colos quimioterapicos estan dando muy buenos resultados,
con un indice de curacion de un 85%. Sin embargo, no son
tan favorables para aquellos pacientes que presentan una re-
caida, con tasas de supervivencia de entre 30-50% (Bhojwa-
niy Pui, 2013).

Por este motivo resulta imprescindible la busqueda de
nuevas dianas terapéuticas contra esta enfermedad. Entre
ellas hay que destacar el proteosoma, un sistema de depu-
racion de macromoléculas imprescindible en la homeosta-
sis celular.

Este es un complejo enzimatico multicatalitico respon-
sable de la degradacion ubiquitina-dependiente de proteinas
intracelulares. Entre sus sustratos encontramos proteinas
mal plegadas, dafiadas y proteinas de vida media corta que
intervienen en cascadas de sefializacion relacionadas con la
proliferacion celular, la reparacion del DNA y la diferencia-
cion (Kortuem y Stewart, 2013).

Asi, el desarrollo de inhibidores del proteosoma como el
Bortezomib, ha supuesto un gran avance en la terapéutica de
distintas enfermedades como el mieloma multiple o el linfo-
ma no Hodgkin, impulsando las investigaciones a su posible
uso en otras enfermedades hematologicas malignas (Nooka,
Gleason, Casbourne y Lonial, 2013).

Sin embargo, la aparicion de resistencias a este farmaco,
la inhibicidn inespecifica de otras Serin-proteasas y los efec-
tos adversos derivados de su toxicidad, ha hecho imprescin-
dible el estudio y aprobacion de nuevos inhibidores de se-
gunda generacion (Nooka et al., 2013). En respuesta a esta
demanda surgi6 Carfilzomib (PR-171) que inhibe irreversi-
ble y especificamente el proteosoma. Asi, el efecto sobre las
células tumorales reside en la no degradacion de proteinas
como ciclinas, inhibidores de CDK, inhibidores de NF-kB y
otras proteinas apoptoticas, reduciendo la proliferacion ce-
lular, angiogénesis y favoreciendo la apoptosis (Fuchs, Pro-
vaznikova, Marinov, Kuzelova y Spicka, 2009).

Tabla 1.

Objetivos

El objetivo de este trabajo es el estudio de los efectos de
un inhibidor del proteosoma de segunda generacion (Carfil-
zomib) como posible tratamiento para la LLA, y su cotejo
in vitro con los farmacos utilizados convencionalmente en la
terapéutica de esta enfermedad.

Material y métodos

1. Lineas leucémicas (Tabla 1).

2. Tratamiento con farmacos: Las lineas fueron cultiva-
das con dosis crecientes de los siguientes quimiote-
rapicos: Metotrexato (Mx), Citarabina (Ct) y Carfil-
zomib (Cz).

3. Determinacién de viabilidad: La poblacion de cé-

lulas apoptoticas se definid, mediante citometria de
flujo, como aquellas Anexina-V positivas dentro de
una poblacién ioduro de propidio (IP) negativa.
La viabilidad de las células tras los cultivos fue de-
terminada mediante tincion con colorante Trypan
Blue y observacion posterior con microscopio Opti-
co.

4. Determinacion de proliferacion: La proliferacion de
las lineas leucémicas fue determinada mediante el
Kit especifico 5-Bromo-2-desoxy-uridina.

Resultados

Como se observa en Figura 1A, el numero de células
viables de la linea NALM-6 descendia de manera progresi-
va segiin aumentaban las concentraciones de cualquiera de
los tres farmacos. En paralelo, el numero de células apopt6-
ticas se incrementd en todos los casos, alcanzandose con Cz
a concentracion de 0,5 nM un % de células apoptoticas simi-
lares a aquellas observadas con Mx y Ct a 0,25uM.

Respecto a TOM-1(Figura 1B) se advierte que, tanto en
viabilidad como en muerte celular, el firmaco Mx ejerce un
menor efecto, trazando una curva con menor pendiente y es-
tabilizdndose sin alcanzar los umbrales a los que llegan Ct
y Cz.

Relacion de lineas leucémicas, inmunofenotipos y alteraciones genéticas.

Linea leucémica Inmunofenotipo Alteracion genética
NALM-6 LLA pre-B t(5;12)
TOM-1 LLA pre-B t(9;22) BCR-ABLI1
RS4;11 LLA pro-B t(4;11) MLL-AFF1 (MLL-AF4)
REH LLA B comun t(12;21) ETV6-RUNX1 (TEL-AML1)




CARFILZOMIB Y TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA 263

Figura 1. Numero de células viables y % de células Anexina positivo de las lineas leucémicas B: NALM-6 (A), TOM-1 (B),
RS4 (C) y REH (D) tras 24 h de cultivo con las diferentes dosis de cada uno de los farmacos. Las graficas representan la me-

dia = desviacion estandar de 4-6 experimentos independientes.

Figura 2. Proliferacion de células leucémicas B NALM-6, TOM-1 y RS4 tras 24 h de cultivo con Mxy Cta 1luM yCza

1nM, siguiendo el protocolo de BrdU. *=p<0.05;**=p<0.01.

En la linea RS4 (Figura 1C) se aprecia como en el caso
de Mx, la caida de la viabilidad es muy pronunciada, en con-
traposicion con su menor efecto en muerte celular. También
resaltar como en esta linea, Cz consigue disminuir el niime-
ro de células sin presentar un efecto notable en cuanto al
porcentaje de anexinas positivas.

En la Figura 1D destaca la resistencia de la linea REH a
la muerte celular inducida por Mx y Cz.

Como se muestra en la Figura 2, Ct redujo la prolife-
racion en las lineas NALM6 y TOM-1, no siendo asi en el
caso de RS4, donde destaca el efecto antiproliferativo de
Carfilzomib.

Discusion y conclusiones

Recientes estudios, como el realizado por Stapnes et al.
en 2006, sugieren que el efecto antitumoral de los inhibido-
res del proteosoma no es especifico del mieloma multiple,
pudiendo ser eficaces en otras células inmaduras malignas
como los blastos de la LLA. Los resultados obtenidos in vi-
tro e in vivo en posteriores analisis como los proporciona-
dos por Demo et al. en 2007, impulsaron el inicio de un estu-
dio en Fase I de Carfilzomib como posible tratamiento para
LLA (Wartman et al., 2016).

Este efecto antitumoral en LLA se reafirma con los re-
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sultados obtenidos en el anlisis de este trabajo. En ¢l se ha
observado como Cz alcanza valores semejantes a los de Cty
Mx en las lineas TOM-1 y NALM-6 y lo hace con dosis sig-
nificativamente inferiores, del orden de 10°.

En las lineas RS4 y REH, Cz no ejerce practicamen-
te efecto en relacion a la muerte celular. Sin embargo, si
se observa un descenso de la viabilidad tumoral en el caso
de RS4, que podria explicarse por el efecto antiproliferati-
vo mostrado en la BrdU. Asi, podemos resaltar la accion de
este farmaco sobre leucemias de alto riesgo, correspondien-
tes a las lineas TOM-1 y RS4, donde resulta ventajoso fren-
te a otros farmacos convencionales como el Mx, que no al-
canza los resultados obtenidos con Cz.

Por todo lo anterior, podemos concluir que Carfilzomib
puede ser un farmaco eficaz en la LLA incorporado al arse-
nal terapéutico actual, dotando a éste de una nueva diana ce-
lular complementaria a las ya establecidas por los farmacos
convencionales.
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