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1. RESUMEN

La leucemia es un tipo de cancer que afecta a la médula 6sea y a la sangre,

caracterizada por la produccion permanente, anormal y descontrolada de

leucocitos. Existen cuatro variantes principales: leucemia linfoblastica aguda,

leucemia mieloblastica aguda, leucemia linfocitica cronica y leucemia mieloide

cronica.

Los tratamientos actuales incluyen quimioterapia, radioterapia, trasplante de

médula ésea y terapias dirigidas. Recientemente, las terapias inmunoldgicas,



como los inhibidores de punto de control inmunitarios y las terapias CAR-T, han
mostrado una gran esperanza. En particular, la terapia CAR-T, ha
revolucionado el tratamiento de ciertos tipos de leucemia, permitiendo que las
células T del propio paciente ataquen las células cancerosas. Actualmente, es
comun que los pacientes reciban diversas terapias para mejorar las tasas de
éxito, la adherencia terapéutica y reducir los efectos secundarios del
tratamiento. Las terapias combinadas mas recientes son blinatumomab junto a
quimioterapia, el inhibidor BEZ235 junto al agonista R848, e ibrutinib junto a
Hul9-CART.

2. ABSTRACT

Leukemia is a type of cancer that affects the bone marrow and blood,
characterized by the continuous, abnormal, and uncontrolled production of
white blood cells. There are four main variants: acute lymphoblastic leukemia,
acute myeloid leukemia, chronic lymphocytic leukemia, and chronic myeloid
leukemia.

Current treatments include chemotherapy, radiation therapy, bone marrow
transplant, and targeted therapies. Recently, immunotherapies such as immune
checkpoint inhibitors and CAR-T therapies have shown great promise. CAR-T
therapy has revolutionized the treatment of certain types of leukemia, allowing
the patient's own T cells to target cancer cells. Currently, it is common for
patients to receive various therapies to improve success rates, therapeutic
adherence, and reduce the side effects of treatment. The most recent
combination therapies are blinatumomab along with chemotherapy, the BEZ235
inhibitor along with the R848 agonist, and ibrutinib along with Hu19-CAR T.

3. INTRODUCCION

La leucemia es un tipo de cancer del tejido sanguineo que se caracteriza por el
aumento permanente, anormal y desordenado del nimero de leucocitos, lo que
da lugar a una invasion de la médula 0sea, que impide a su vez el desarrollo

normal de las células progenitoras de la sangre, y consecuentemente falta de



glébulos rojos y plaquetas. Esta situacion provoca una debilidad del sistema

inmune del organismo afectado, lo que dificulta su funcion para combatir

infecciones y queda expuesto a un gran nimero de enfermedades?.
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Figura 1: Hematopoyesis: proceso de formacién de las células sanguineas.
Adaptado de: ?

Se pueden distinguir diversos tipos de leucemias, segun el tipo de células

sanguineas (Figura 1) que se ven afectadas y la velocidad de progresion de la

enfermedad. Los principales tipos de leucemia son:

Leucemia linfoblastica aguda (LLA): Es la neoplasia mas frecuente en la
infancia, constituyendo el 80% de todas las leucemias agudas de la
edad pediatrica. Se caracteriza por la produccion excesiva de
linfoblastos inmaduros en la médula désea. Los signos y sintomas
incluyen debilidad, fiebre, moretones, petequias, dolor 6seo y articular,
pérdida de apetito y aumento de ganglios linfaticos inflamados?.

Leucemia mieloblastica aguda (LMA): Se caracteriza por la produccion
excesiva de mieloblastos inmaduros en la médula oOsea. La LMA
progresa rapidamente y aparece en todas las edades, aunque es mas
frecuente en adultos. Los sintomas generalmente incluyen bajas
defensas, sangrado excesivo, anemia, fatiga, confusién, debilidad y

palidez®.



e Leucemia mieloide cronica (LMC): La causa esta relacionada con una
anomalia cromosomica, conocida como cromosoma Filadelfia (Ph). La
LMC progresa lentamente en sus primeras etapas, pero puede
acelerarse en etapas posteriores, siendo esta fase mas peligrosa. Los
sintomas mas frecuentes son fiebre, dolor 6éseo y una inflamacién del
bazo®.

e Leucemia linfatica crénica (LLC): Se caracteriza por la produccion
excesiva de linfocitos B anormales en la médula 6sea y en la sangre
periférica. Es mas comun en adultos y progresa lentamente. Es rara en
nifios. Los sintomas mas comunes son ganglios linfaticos inflamados,
pérdida de peso sin causa aparente, fatiga, debilidad, sudores nocturnos

abundantes y moretones®.

3.1. TRATAMIENTOS TRADICIONALES PARA LA LEUCEMIA

Hay diferentes tipos de tratamiento disponibles para los pacientes con
leucemia. Algunos tratamientos son estandar (tratamiento que se usa en la
actualidad) y otros se encuentran en evaluacion en ensayos clinicos.
Actualmente, entre los tratamientos empleados en pacientes con leucemia en

la actualidad encontramos:
3.1.1. Quimioterapia

La quimioterapia emplea farmacos para interrumpir la formacién de las células
cancerosas, ya sea mediante su destruccion o al impedir su multiplicacién.
Cuando la quimioterapia se toma por via oral o intravenosa, los farmacos
ingresan en el torrente sanguineo y pueden llegar a afectar tanto a las células
cancerosas como a las células sanas que se dividen rapidamente
(quimioterapia sistémica). Cuando la quimioterapia se administra directamente
en el liquido cefalorraquideo, una cavidad del organismo como el abdomen o

un organo, este actta de forma localizada (quimioterapia regional).

La quimioterapia intratecal se usa para tratar la LLA y la LMA diseminada en

adultos. Cuando se utiliza para reducir la probabilidad de que las células



leucémicas se diseminen al encéfalo y la médula espinal se llama profilaxis del
SNC.

3.1.2. Radioterapia

Este tratamiento emplea rayos X de alta energia u otros tipos de radiacién para
eliminar células cancerosas o impedir que se multipliquen dirigida al lugar de

establecimiento del tumor.

La radioterapia externa a veces se usa para el tratamiento de adultos con una
LLA diseminada o que es posible que se disemine al encéfalo o la médula
espinal. La irradiacién corporal total a veces se usa para enviar radiacién hacia
todo el cuerpo durante la preparacidén para un trasplante de células madre. La
radioterapia externa también se usa como terapia paliativa para aliviar los

sintomas y mejorar la calidad de vida.
3.1.3. Trasplante de células madre

El trasplante de células madre es un tratamiento para reemplazar la médula
0sea del paciente con células madre sanas. Las células madre se extraen de la
sangre o la médula 6sea del paciente (trasplante aut6logo) o de un donante
(trasplante alogénico), que posteriormente se congelan y almacenan. Después
de que el paciente termina la quimioterapia o la radioterapia corporal total, las
células madre almacenadas se descongelan y se devuelven al paciente

mediante una infusion.
3.1.4. Observacion cautelosa

La observacion cautelosa es el control atento de la afeccién de un paciente sin
administrar ningun tratamiento a menos gque aparezcan signos o0 sintomas, o
qgue estos cambien. También se llama espera vigilante y observacion de los
sintomas. La observacion cautelosa se usa para tratar la LLC asintomatica y

sintomatica o progresiva.

3.1.5. Infusién de linfocitos de un donante



La infusion de linfocitos de un donante (ILD) es un tratamiento del cancer que
se puede utilizar después de un trasplante de células madre. Se extraen los
linfocitos (un tipo de glébulo blanco) de la sangre de un donante y se pueden
congelar para almacenarlos. Los linfocitos del donante se descongelan, si se
congelaron, y se administran al paciente en una o mas infusiones. Los linfocitos
perciben las células cancerosas del paciente como ajenas al cuerpo y las

atacan.
3.1.6. Cirugia

Se lleva a cabo potencialmente una esplenectomia con extirpacién del bazo.
3.1.7. Otras terapias con medicamentos

El trioxido de arsénico y el acido transretinoico total (ATRA) son farmacos que
interrumpen la multiplicacion de las células leucémicas o ayudan a estas
células a madurar. Se utilizan en el tratamiento del subtipo de LMA llamado

leucemia promielocitica aguda.

Estos tratamientos pueden administrarse tanto solos como en combinacion,
dependiendo del tipo de leucemia, la etapa de desarrollo de la enfermedad y la
salud general del paciente. Es comUn que los pacientes reciban diversas
terapias para mejorar asi las tasas de éxito, la adherencia terapéutica y reducir

los efectos secundarios del tratamiento’.

3.2. DESAFIOS Y LIMITACIONES DE LOS TRATAMIENTOS
ACTUALES

A pesar de la gran utilidad que presentan los tratamientos tradicionales en
algunos pacientes en la actualidad, se presentan algunos desafios y
limitaciones asociados con los tratamientos actuales para la leucemia. Es por
ello por lo que el desarrollo de nuevos tratamientos terapéuticos en leucemia es

crucial y necesario por varias razones:

a) Reduccion de toxicidad: La mayoria de los tratamientos convencionales

provocan efectos indeseados o colaterales significativos. El desarrollo de



b)

d)

terapias mas especificas puede ayudar a reducir estos efectos
secundarios y mejorar la tolerabilidad del farmaco.

Mejorar la esperanza de vida: La aparicion de nuevos tratamientos con
mayor efectividad y menor toxicidad, puede aumentar las tasas de
supervivencia y mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Personalizacion del tratamiento: Los nuevos tratamientos, como las
terapias CAR-T y las terapias dirigidas, estdn demostrando un gran
potencial puesto que atacan directamente al mecanismo de replicacion
de las células tumorales, impidiendo su diseminacion por el organismo.
Estos tratamientos se basan en enfoques mas personalizados, teniendo
en cuenta las caracteristicas genéticas y moleculares del paciente y de

su enfermedad, lo que conduce a un tratamiento mas preciso y efectivo.

Prevenir o revertir la resistencia: Algunos pacientes pueden desarrollar
resistencia a los tratamientos actuales. El desarrollo de nuevas terapias
permite superar estas resistencias y brindar opciones a aquellos que no

responden a las terapias estandar.

Recurrencia: A pesar de una respuesta inicial positiva al tratamiento, la
leucemia puede volver a ocurrir en algunos pacientes. La recurrencia de
la enfermedad puede ser mas dificil de tratar y puede requerir opciones

de tratamiento adicionales o mas intensivas.

Necesidad de trasplante de médula Osea: En algunos casos de
leucemia, especialmente en leucemias agudas o en pacientes que han
experimentado recurrencia, puede ser necesaria la realizacion de un
trasplante de médula 6sea. Sin embargo, este procedimiento conlleva
riesgos significativos, como rechazo del injerto, infecciones vy

complicaciones asociadas con la supresion del sistema inmunoldégico.



g) Progreso cientifico: La investigacion y el desarrollo de nuevas terapias
en leucemia contribuye al avance del conocimiento cientifico en
oncologia y hematologia, con el objetivo de mejorar la cura y tratamiento

de la leucemia y enfermedades relacionadas.

h) Impacto psicolégico y emocional: El tratamiento de la leucemia puede
tener un impacto significativo en la salud mental y emocional de los
pacientes, asi como en sus familias y cuidadores. La carga emocional
asociada con el diagnéstico y el tratamiento de la leucemia puede ser

abrumadora y requerir apoyo psicolégico y social adicional.

En resumen, aunque los tratamientos actuales para la leucemia han mejorado
significativamente las tasas de supervivencia y la calidad de vida de los
pacientes, aun existen desafios y limitaciones que deben abordarse para
mejorar los resultados del tratamiento y la experiencia del paciente. Esto
incluye el desarrollo de nuevas terapias mas efectivas y menos toxicas, asi
como un enfoque integral que aborde las necesidades fisicas, emocionales y

psicolégicas de los pacientes con leucemia.

3.3. INVESTIGACIONES RECIENTES EN NUEVOS ENFOQUES
TERAPEUTICOS

3.3.1. Terapiadirigida

La terapia dirigida es un tipo de tratamiento para el que se utilizan farmacos
u otras sustancias a fin de identificar y atacar células cancerosas
especificas. A menudo, las terapias dirigidas causan menos dafio a las

células normales que la quimioterapia o la radioterapia.

Los anticuerpos monoclonales son proteinas del sistema inmunitario que se
producen en el laboratorio para el tratamiento de muchas enfermedades,
incluso el cancer. Como tratamiento del cancer, estos anticuerpos se adhieren
a dianas especificas en las células cancerosas o en otras células que ayudan a

que se formen células cancerosas. Los anticuerpos destruyen las células



cancerosas, bloquean su multiplicacion o impiden que se diseminen. Los

anticuerpos monoclonales se administran por infusion. Se emplean solos o

para llevar medicamentos, toxinas o material radiactivo directamente a las

células cancerosas. A continuacion, se explicardn brevemente algunos de los

farmacos empleados en los distintos tipos de leucemia:

a)

b)

LLA:

-Farmacos como el blinatumomab y el inotuzumab ozogamicina son
anticuerpos monoclonales que se utilizan con el trasplante de células
madre para tratar la LLA en los adultos.

-Por otro lado, la terapia con inhibidor de tirosina—cinasas. Este
tratamiento bloguea la enzima tirosina—cinasa que hace que las células
madre se conviertan en mas glébulos blancos (blastocitos) que los que
el cuerpo necesita. EI mesilato de imatinib, el dasatinib y el nilotinib son
inhibidores de tirosina—cinasas que se usan para tratar la LLA en
adultos®.

En segundo lugar, respecto a la LMA destacan:

El gemtuzumab ozogamicina es un tipo de conjugado anticuerpo-
farmaco que se usa para el tratamiento de pacientes con LMA recién
diagnosticada o en recaida. Contiene un anticuerpo monoclonal que se
une a CD33, que se encuentra en algunas células de leucemia, y
también contiene una sustancia toxica, que quizas ayude a destruir

células cancerosas®.

Las siguientes son otras terapias dirigidas:

La midostaurina, un inhibidor de proteinas cinasas que se usa con
ciertos tipos de quimioterapia para el tratamiento de pacientes con LMA
recién diagnosticada que tienen una mutacién en el gen FLT3.

El gilteritinib, un inhibidor de tirosina—cinasas que puede mejorar la
supervivencia libre de recaidas en pacientes con LMA que tienen
mutaciones FLT3 ITD y son positivos para MRD (deteccion de
enfermedad residual mensurable) alrededor del momento del

trasplante®.
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Otras terapias menos intensivas en pacientes de edad avanzada o debilitados

gue no pueden recibir otros tratamientos son las siguientes:

El glasdegib (Daurismo) con quimioterapia de dosis baja. Actua
inhibiendo una proteina de la via de Hedgehog. Esta via es crucial en el
desarrollo del embrién y el feto, y es importante en algunas células
adultas, aunque puede ser muy activa en las células de la leucemia. Se

administra de forma oral, una vez al dia.

En tercer lugar, para tratar la LLC se usan diferentes tipos de terapia
dirigida:

Terapia con inhibidor de tirosina—cinasas (ITC): El ibrutinib, el
acalabrutinib,el zanubrutinib y el duvelisib son ITC que se usan para
tratar la LLC sintomética o progresiva, recidivante o resistente al
tratamiento.

Terapia con inhibidor de BCL2: tratamiento que bloquea una proteina
llamada BCL2, que se encuentra en algunas células leucémicas. Es
posible que esto destruya las células leucémicas o que se vuelvan mas
sensibles a otros medicamentos anticancerosos. El venetoclax es un tipo
de medicamento inhibidor de BCL2 que se usa para tratar la LLC
sintomatica o progresiva, recidivante o resistente al tratamiento.

Terapia con anticuerpos monoclonales: Se emplean solos o para llevar
medicamentos, toxinas o material radiactivo directamente a las células
cancerosas. El rituximab, el ofatumumab, el obinutuzumab y el
alemtuzumab solos y en combinacion con quimioterapia, se usan para
tratar la LLC sintomatica o progresiva, recidivante o resistente al

tratamiento®.

d) Por ultimo, en LMC se emplean los siguientes farmacos:

Inhibidores de tirosina—cinasas: Se emplean el mesilato de imatinib, el

dasatinib, el nilotinib, el ponatinib, el bosutinib y el asciminib©,
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3.3.2. Inmunoterapia con células T con receptor quimérico de
antigenos (CAR-T)

La terapia CAR-T se basa en el empleo de linfocitos T autdélogos modificados
genéticamente para que expresen un receptor de antigeno quimérico (CAR) en
su superficie. Al reintroducir mencionados linfocitos T modificados al paciente,
el receptor quimérico es capaz de detectar antigenos de la célula tumoral y
provocar su destruccion.
Esta terapia esta mostrando resultados prometedores en el tratamiento de
leucemia, particularmente en LLC. Los investigadores estan mejorando estas
terapias para que sean mas efectivas y seguras, incluida la optimizacion de la
seleccidbn de antigenos diana y el manejo de los efectos secundarios
asociados.'11?

3.3.3. Inhibidores de punto de control inmunitario (ICIs).
Los ICls son un tipo de inmunoterapia pasiva, que facilita y mejora la respuesta
inmunitaria existente del cuerpo. Actualmente disponemos de dos tipos de
farmacos con diferente mecanismo y lugar de accion: los anti CTLA-4 y los anti-
PD/PD-L 1%,

CTLA-4 es una molécula especializada expresada en las células T durante las
primeras etapas de su activacion en los organos linfoides, lo que se conoce
como etapa de cebado o priming. CTLA-4 interacciona con la molécula B7
expresada en la célula presentadora de antigeno con el fin de evitar una
respuesta inmunitaria excesiva (autoinmunidad no deseada). De manera que
los inhibidores de CTLA-4 (ipilimumab) al bloguear la interaccion CTLA-4/B7,
desactivan la sefal de inhibicion aumentando la respuesta inmunitaria de las

células T contra el tumort3,

Por otro lado, las proteinas de puntos de control, como PD-L1 (en las células
tumorales) y PD-1 (en las células T), ayudan a mantener el control de las
reacciones inmunitarias. La union de PD-L1 a PD-1 impide que la célula T
destruya las células tumorales del cuerpo (panel izquierdo figura 2). El bloqueo
de la unién de PD-L1 con PD-1 mediante un inhibidor de puntos de control
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inmunitario (anti-PD-L1 o anti-PD-1) permite que las células T destruyan las
células tumorales (panel derecho). Los inhibidores de PD-1 (nivolumab y
pembrolizumab) o inhibidores de PD-L1 (atezolizumab, avelumab vy
durvalumab) actian uniéndose a las proteinas de punto de control PD-1 y PD-
L1, siendo capaces de estimular la respuesta inmune frente a las células

tumorales.
PD-L1 se une con PD-1 e impid El blog de PD-L1 o PD-1 permite
que la célula T destruya la célula que la célula T destruya la
tumoral célula tumoral

A Muerte de una
Célula tumoral célula tumoral

PD-L1

A y
=5__-Antigeno »‘\
i Anti-PD-L1 Y
g Receptor de e

células T Anti- A S )
Sd PD-1 __.7\_(

Figura 2: Inhibidores de puntos de control inmunitario PD-1y PD-L1. 3

3.3.4. Inhibidores de sefializacion celular.

La determinacion de biomarcadores asociados con el prondéstico y tratamiento
de leucemia en la ultima década ha sido amplia como es el caso de la
aplicacién de inhibidores de cinasas del gen BCR/ABL empleado como blanco
molecular en pacientes que expresan el cromosoma Philadelphia (Ph+LLA).
Asi mismo se ha descrito el promotor de sefializacion de supervivencia y
proliferacion celular ErbB y la isoforma ErbB2 que se expresa en linfoblastos de
células B y su estado fosforilado esta sobre expresado en pacientes Ph+LLA;
que en presencia de los inhibidores canertinib y lapatinib promueve la
sefializaciéon apoptéticals.

Por otro lado, esta descrita el glicogeno sintetasa cinasa (GSK-3), de la familia
de las serina/tirosina cinasas, identificada inicialmente en masculo esquelético,
donde participa en la culminacion de la sintesis de glucégeno. La

sobreexpresion de GSK-3 se ha demostrado en desdrdenes metabdlicos y
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alteraciones de los procesos de diferenciacion y proliferacion de células madre
hematopoyeéticas.

El desarrollo de LLA al igual que otras neoplasias malignas hematolbgicas
también ha demostrado su asociacion con la expresion aberrante de moléculas
activadoras de la via de JAK-STAT, incluyendo mutaciones de JAK1 y JAK2.
Se han obtenido resultados favorables tras el suministro de un inhibidor de
JAK,

Las alteraciones en las vias de sefializacion PI3K-AKT y Ras-MAPK en
neoplasias hematolégicas han sido también evaluadas. Algunos de los
farmacos que atacan a la diana de rapamicina en células de mamifero (mMTOR),
implicada en el control del inicio de la transcripcion y la inhibicion de complejos
PI3K y mTOR, han demostrado una gran eficacia para detener la progresion

tumoral>:16,

3.3.5. Técnica de edicion genética y terapia génica: CRISPR-Cas
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats):

Técnica de edicion genética que permite modificar el genoma inhibiendo un gen
defectuoso concreto o0 sustituyendo su secuencia por una correcta.
Originalmente ha sido utilizada por las bacterias como respuesta inmune frente
al ataque de virus. En los ultimos afios esta técnica se ha usado para modificar
el genoma tanto de animales como de plantas.
CRISPR-Cas tiene muchas ventajas entre las que se encuentran: facilidad a la
hora de disefiar e implantar, mayor eficacia de focalizacion y menor coste. Por
lo tanto, se esta convirtiendo en una de las herramientas més poderosas para
la eliminacion de un gen individual, asi como su insercion y/o el control de la

transcripcion?’.

4. HIPOTESIS

La inmunoterapia empleada en el tratamiento para la leucemia tiene resultados
eficaces. Dentro de esta, la terapia CAR-T se puede usar de forma
personalizada en el tratamiento de distintos tipos de esta patologia tumoral. Las

terapias combinadas también pueden aumentar las tasas de remision.
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5. OBJETIVOS

1. Analizar la eficacia de la inmunoterapia en el tratamiento de la
leucemia. (Terapia CAR-T).

2. Investigar los avances mas recientes en terapias dirigidas para
leucemia.

3. Estudiar terapias combinadas de uso en la actualidad frente a la

leucemia.

6. MATERIAL Y METODOS

Para llevar a cabo este trabajo se ha realizado una revisién bibliografica
extensa sobre la Leucemia y los nuevos tratamientos terapéuticos, utilizando
diversas fuentes de informacion. Debido a que se tratan de terapias de
novedad, incluso de reciente descubrimiento, se han consultado numerosos
articulos de investigacion cientifica, bases de datos (Scielo, Scopus, PubMed,
Google), revistas cientificas y paginas web con el fin de obtener la informacién
mas actualizada. Para elaborar la busqueda en PubMed se ha realizado
mediante el tesauro MeSH, con los siguientes términos: “Immune System?”,
‘Leukemia” y “Treatment Outcome”. Ademas, para reducir los resultados de
busqueda se ha limitado el tiempo de busqueda desde el 2022 hasta la
actualidad, con un resultado definitivo de 49 articulos. Para elaborar la
bibliografia se ha utilizado Mendeley, un software de referencias bibliogréaficas.
Mas adelante se muestra una enumeracibn completa de las fuentes

consultadas.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se estudiaran los avances en las terapias mas novedosas con
el fin de ver su efectividad en la actualidad y como potenciales tratamientos de

fututo.

a. BLINATUMOMAB JUNTO A QUIMIOTERAPIA EN
LEUCEMIA LINFOBLASTICA INFANTIL
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La leucemia linfoblastica aguda (LLA) con alteraciones en el gen KMT2A en
lactantes es una enfermedad agresiva con un rango de supervivencia a los 3
afos inferior al 40%. La mayoria de las recaidas ocurren durante el tratamiento,
donde el 66% ocurren dentro del afio desde el diagndstico y dentro de los 2
afos posteriores al diagnéstico el 90% de recaidas.

Aunque en nifios mayores el indice de supervivencia libre de enfermedades es
superior al 85% 819 en los bebés con LLA sigue teniendo un mal prondstico:
indice de supervivencia libre de enfermedades a los 6 afios: 46% y el indice de

supervivencia general: 58%. %°

En concreto, los bebés con alteraciones en el gen que codifica la histona lisina
N-metiltransferasa 2A (KMT2A), anteriormente conocida como leucemia de
linaje mixto (LLM). Esta alteracion genética la presentan el 75% de los bebés
diagnosticados con LLA y provoca los peores resultados (supervivencia libre de

enfermedades a los 6 afios del 36% con ensayo Interfant-06).

A pesar de la intensificacion de la quimioterapia y el empleo de trasplante
alogénico de células madre hematopoyéticas (TCMH), no han mejorado los
resultados en las Ultimas 2 décadas?®?l. En este estudio se agregé
blinatumomab al tratamiento de quimioterapia estandar en bebés con LLA con
alteraciones en el gen KMT2A con el objetivo de mejorar la actividad
antileucémica y la seguridad de los pacientes, comparando los datos de los

resultados con un control histérico del ensayo Interfant-06. 22

Blinatumomab es una molécula biespecifica de cadena Unica disefiada para
unir las células B CD19+ y las células T CD3+, lo que produce la activacion de
los linfocitos T contra las células B CD19+. Las células leucémicas en LLA
infantil son células B inmaduras que expresan el marcador CD19. Por lo tanto,
planteamos la hipétesis de que un ciclo de blinatumomab podria agregarse al
tratamiento quimioterapéutico Interfant-06 y mejorar los resultados en lactantes
con LLA-KMT2A.

Respecto al estudio, se trata de un estudio de cohorte prospectivo de fase 2, de

un solo grupo, internacional y multicéntrico. Respecto a los pacientes, debian
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ser menores de 1 afio con LLA con alteracion en el gen KMT2A, CD19+ que
habian sido tratados con el protocolo Interfant-06 y presentan menos del 25%
de blastocitos leucémicos en la médula 0sea tras la induccion. Por otro lado, se

clasificaron los pacientes segln nivel de riesgo??:

e Riesgo alto: aquellos pacientes que a los 6 meses en el momento del
diagnéstico con un recuento de globulos blancos sea de menos de
300x10° glébulos blancos por litro.

e Riesgo medio: resto de pacientes con un recuento superior a 300x10°

glébulos blancos por litro tras el diagnostico.
A continuacion, se explicara brevemente el proceso terapéutico en el ensayo:

En primer lugar, 1 mes de terapia de induccion utilizada en Interfant-06.
Posterior a la induccion, se administré dexametsasona (5 mg por metro
cuadrado) por via intravenosa durante 30 minutos. Posteriormente, un ciclo de
blinatumomab de 15 microgramos por metro cuadrado al dia durante 4
semanas. En el dia 15 de blinatumomab se administré profilaxis intratecal con
metotrexato y prednisolona. Después de la infusibn con blinatumomab, se

continua con el protocolo Interfant-06, con ciclos consecutivos de:

e Protocolo IB: Ciclofosfamida, citarabina y mercaptopurina. 23

e MARMA: Citarabina en altas dosis, metotrexato en altas dosis,
mercaptopurina y asparginasa.

e OCTATAD: Vincristina, dexametasona, asparaginasa, daunorrubicina,
tioguanina, citarabina y ciclofosfamida.

e Terapia de mantenimiento: mercaptopurina y metotrexato.

Los pacientes de alto riesgo y riesgo medio que antes de OCTATAD
presentaban al menos 5x10e-4 de enfermedad residual minima (ERM) fueron

candidatos a trasplante TCMH en la primera remision completa.
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Figura 3: Protocolo de tratamiento. Las flechas de color azul sefialan los momentos en los

que se midio la enfermedad residual minima (ERM)?2.

La ERM se midi6 mediante reaccion en cadena de polimerasa (PCR) con el
uso de la secuencia de fusién del punto de ruptura genémico KMT2A y los
reordenamientos de los genes de inmunoglobulina y del receptor de células T
(TCR). Respecto al andlisis estadistico también se midieron la supervivencia

libre de enfermedad y la supervivencia general®?:

e Supervivencia libre de enfermedad (Sv LE): Tiempo transcurrido desde
el ingreso al estudio hasta una posible recaida, segundo cancer o
incluso muerte.

e Supervivencia global (Sv G): Tiempo desde el ingreso al estudio hasta

muerte por cualquier causa.

Se inscribieron al ensayo 30 pacientes en 12 sitios de 9 paises. El seguimiento
final fue el 31 de agosto de 2022. No hubo ningun retiro, pero si 5 pacientes

tuvieron desvios en el tratamiento??:

-2 pacientes de riesgo medio, a criterio del investigador, se sometieron a TCMH
(es decir, la ERM antes de OCTATAD no era 25x10%-4). Uno de ellos, ademas
recibio parte del programa Interfant-06 (un ciclo de citarabina, daunorrubicina y

etopdsido [ADE]) en lugar del protocolo IB.

-3 pacientes revieron tratamiento alternativo después de la infusion de

blinatumomab:

e 1 paciente de alto riesgo se someti6 a un TCMH inmediatamente

después de la infusién con blinatumomab.
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e 1 paciente de alto riesgo recibié consolidacion completa de estilo
mieloide de Interfant-06 (ciclos de ADE y de mitoxantrona, citarabina y
etopdsido [MAE]) en lugar del protoolo IB antes del trrasplante.

e 1 paciente de riesgo medio que no se someti6 a TCMH en la primera
remision completa recibié6 ADE y MAE en lugar de protocolo 1B, seguido
de MARMA, OCTADA (OCTATAD sin daunorrubicina) y tratamiento de

mantenimiento.

En general, 8 de los 9 pacientes de riesgo alto se sometieron a TCMH en la
primera remision completa, salvo 1 que murié en remision completa justo antes

del trasplante).

Ninguno de los pacientes de riesgo medio tuvo niveles altos de ERM antes de
OCTATAD como para enviarlos en primera remision completa a TCMH (en
comparacion con el ensayo Interfant-06 que tuvo un 20% de los pacientes con

niveles de ERM altos).

No se presentaron efectos toxicos relevantes atribuibles al blinatumomab que

provocase la interrupcion del tratamiento o incluso la muerte?.

Todos recibieron un ciclo completo de blinatumomab durante 4 semanas. Sin
embargo, 1 de ellos, tuvo una interrupcion de 2 dias por una crisis hipertensiva.
La dosis comenz6 siendo de 5 ug por metro cuadrado al dia y posteriormente

se aumento después de dos dias a 15 ug por metro cuadrado al dia.

Los efectos adversos desde el inicio con blinatumomab hasta el comienzo con

el protocolo IB fueron los siguientes:

- 10 eventos graves en 9 pacientes:
e Fiebre grado 1 (4 eventos).

¢ Infeccion grado 3 0 4 (4 eventos).
e Hipertension grado 3 (1 evento).

e Vomitos grado 3 (1 evento).

En total fueron 78 eventos adversos, de los cuales los mas frecuentes de grado

3 0 superior fueron:
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¢ Neutropenia febril (7% pacientes).
e Anemia (17% pacientes).
¢ Neutropenia (7% pacientes).

¢ Niveles altos de y-glutamiltransferasa (7% de pacientes).
Mientras que los efectos adversos mas frecuentes de grado 1 o 2 fueron:

e Hipertensién (en el 13% de los pacientes).
e VOmitos (en el 13% de los pacientes).

e Diarrea (en el 13% de los pacientes).

Ademas, 12 pacientes recibieron inmunoglobulina intravenosa y 2 recibieron

factor estimulante de colonias de granulocitosis.

azpadmbss

Evento (N=30)

Cualguier evento adverso grave: no. de pacientes (%) 9 {30)
Infeccién, grado 3o 4 4(13)
Febre, grado 1 3 (10)t
Hiperensitén, grado 3 1@3)
Vomitos, grado 3 163

Numere de eventos adversos gue conducen a enfermedades permanenies 0

continuacidn de biratumomakb

No. de evenios adversos de cualquier 61

grado No. de evenlos adversos de grado CTCAE

23 Eventos adversos de grado CTCAE 23 — no. de pa

clientes (%)
Anzmia 5{17)
Neutropenéa febril 2{N
Faringitis 1@
Hiperensidn 1@3)

2
163)

Aumento del nivel de alanina aminotransferasa 1(3)

Aumento del nivel de y-glulamiltransferasa 2(Nn

hipoproteinemia 1(3)

Figura 4: Eventos adversos ocurridos tras tratamiento??.

A continuacién, se hara un repaso de los datos obtenidos en el ensayo sobre
ERM. Después del ciclo de blinatumomab, el 53% (16 de 30 pacientes) tuvieron
ERM negativo. Tras el tratamiento de MARMA ascendi6 a un 93% (26 de 28)
con ERM negativo o niveles bajos de ERM (<5x10”-4). Antes de OCTATAD ya
el 100% de los pacientes eran ERM negativo, mientras que en el ensayo de

Interfant-06 tan solo el 83% de los pacientes??.
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Pacientes en el estudio actual. M Controles historicos del Interfant-06

Antes del mantenimiento 100

Antes de OCTADAD 100  IC del 95% para la diferencia,
o TCMH -11a253

93 IC del 95% para la diferencia,

- A

Antes de MARMA

Dia 29 de Blinatumomab 93

Dia 15 de Blinatumomab 20

Fin de |a induccién

60
— G ae 95T para B e T 0208

T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Porcentaje de pacientes con ERM negativa o con ERM =5x10-4

Figura 5: ERM en puntos temporales a lo largo del estudio?.

En la figura 6 se muestran las respuestas y resultados de ERM

individualmente:

21 pacientes de los 30 inscritos al ensayo pertenecian al grupo de riesgo medio
y los 9 restantes en riesgo alto. 2 pacientes de riesgo medio se sometieron a
TCMH a criterio del investigador, mientras que los otros 19 pacientes de riesgo

medio tras el tratamiento todos resultaron ERM negativo.

La negatividad de ERM después de la infusion de blinatumomab fue mayor en
pacientes con riesgo medio (67%) frente a los de riesgo alto (22%). Otro dato
para destacar es que fue mas comun la negatividad en ERM en pacientes con
niveles bajos de ERM (<5x10"-4) (78%) que aquellos con niveles altos de ERM
(17%)%°.

Respecto a los pacientes con riesgo alto, el 78% (7 de 9 pacientes) tras
infusién con blinatumomab resultaron ERM negativo. El 92 % (11 de 12 de los
pacientes) con altos niveles de ERM resultaron ERM negativo o bajos niveles
de ERM.
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Figura 6: Respuestay resultados de ERM en pacientes individuales?2.

Tras acabar el tratamiento y después de una mediana de seguimiento de 26,3
meses, la supervivencia libre de enfermedad (Sv LE) a 2 afos fue del 81,6% y
la supervivencia general (Sv G) a dos afos fue del 93,3%. En el ensayo de
Interfant-06, a los 2 afios la Sv G fue de 42,4% y la Sv LE fue del 54,5%22.

Una supervivencia general y libre de enfermedades, estudio actual

100 —
Supervivencia general a 2 afios, 93,3 (IC 95 %, 75,9-98,3,
:1—1\ p g ( o )
________________
e
seod  Eemmmmmememeees
Supervivencia libre de enfermedad a 2 afios, 81,6 (IC 95 %, 60,8-92,0)
60—
E N
20+
0 T T T T T 1
00 05 1.0 15 20 25 3.0
Afios desde la inscripcion
No. en Riesgo (censurado) 30 (0) 27 (0) 27 (0)24(2) 16 (9) 11 (14) 5(20)

Figura7: Sv Gy Sv LE del estudio??.
A continuacion, se muestra una comparacion directa, considerando solo a los

pacientes en el ensayo Interfant-06 que cumplieron con los criterios de
inclusién utilizados en el estudio actual y para quienes habia datos disponibles
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sobre ERM al final de la induccion (214 pacientes). En este analisis, la Sv LE a

los 2 afios en el ensayo Interfant-06 fue del 49,4% vy la Sv G del 65,8%.

B Supervivencia libre de enfermedad, estudio actual versus Interfant-06 C Supervivencia general, estudio actual versus Interfant-06
100 ¢ 100 =3,
\
Estudio actual Supervivencia libre de enfermedad a 2 anos, .
\ Estudio actual Supervivencia global a 2 afios,
\ 81,6(IC del 95 %, 60,8-92,0) L
so4 80 . 93,3 (IC del 85 %, 75,9-96.3)
" e "SR
60 A - BOH e e ———
v Interfant-06 Supervivencia iibre de enfermedad a 2 afios
My v 49.4(IC 95 %, 42 5-56,0) Interfant-06 Supervivendia global a 2 afios,
. T — 65,8 (IC del 95 %, 58 9-71.8)
E 40 Cme E 40
20+ 20
o T T T T T T 1 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Afios desde el inicio del tfratamiento postinduccion Afios desde el inicio del tratamiento postinduccion
No. en riesgo (censurado) No. en riesgo (censurado)
Estudio actual 30(0) 27(0) 16(9) 5 (20) 1(24) 0(25) 0(25) 0(25 Estudio actual 30(0) 28(0) 18(10) 6(22) 1(27) O0(28) 0(28) 0(28)
Interfante-06 214(0) 129(2) 91(16) 77(28) 59(39) 44(53) 32(65) 20(76) Interfante-06 214(0) 165(3) 119(24) 98(39) 7B(56) 59(75) 40(9%2) 26(106)

FIGURA 8 Y 9: Comparacion directa entre Interfant-06 y ensayo actual de Sv LE y Sv G?2,

Como ya se habia comentado anteriormente, 1 de los pacientes del ensayo
murié tras la primera remision justo antes de TCMH. Se considera que no esta
relacionada con la infusion de blinatumomab (sangrado traqueal debido a una

canula traqueal)??.
Por otra parte, si que se recogieron en los datos 4 recaidas:

- 2 pacientes con riesgo medio tuvieron recaida combinada de medula
O0sea y SNC durante el tratamiento de mantenimiento. ~

- 1 paciente con riesgo medio tuvo recaida del SNC durante el protocolo
IB.

- 1 paciente con riesgo alto tuvo recaida combinada de médula 6sea y
SNC 2 meses después del TCMH. Posteriormente este paciente resultd

ERM negativo tras una inmunoterapia CAR-T.

Con estos 5 pacientes que tuvieron desviaciones del protocolo de tratamiento,
se realizé un analisis respecto a la Sv G y Sv LE, donde la supervivencia libre
de enfermedades a 2 afios fue del 83,4% y una supervivencia general del
96,2%722.
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Para concluir, con la comparacion de los resultados del ensayo se puede decir
que la terapia combinada de blinatumomab junto a quimioterapia Interfant-06
resulté seguro y factible en bebés con LLA con alteraciones en el gen KMT2A.
Los datos demuestran una mejoria en la actividad antileucémica en
comparacion al protocolo Interfant-06, como reflejan los resultados del ensayo
disminuyendo la enfermedad residual minima y mejorando la supervivencia a
corto plazo. Aunque el tiempo de seguimiento fue relativamente corto, incluyo
el periodo de mayor riesgo de recaida. Es por ello, que los resultados del
ensayo son muy prometedores debido a la escasa supervivencia y falta de
mejoras en los resultados entre los lactantes con LLA con alteraciones en el

gen KMT2A en las ultimas décadas.

b. INHIBIDOR DE PISK/ mTOR BEZ235 JUNTO A AGONISTA
TLR-7/8 R848 EN LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA.
La leucemia mieloide aguda (LMA) es el tipo de leucemia mas prevalente y
causa una carga econOmica significativa debido a la alta mortalidad y los altos

costos de tratamiento.2425

Se han producido numerosas mejoras en el tratamiento de LMA mediante
quimioterapia, radioterapia y trasplante de células madre. Sin embargo, no son
del todo eficaces en muchos de los casos debido a los de resistencia y
citotoxicidad contra las células normales. Por lo tanto, existe una necesidad
crucial de desarrollar nuevos enfoques terapéuticos para los pacientes con
LMA.26

Actualmente, se estan investigando numerosos enfoques terapéuticos para
superar estos obstaculos mediante la focalizacion de vias de sefalizacion y el

uso de agentes inmunoestimulantes.?’

En este sentido, la via de sefalizacion PI3K/AKT/m TOR tiene un papel
esencial en numerosos procesos fisiolégicos y biolégicos 28. La induccién de la
via de sefalizacién PI3K/AKT/m TOR se observa en 50-80% de los pacientes
con LMA, lo que lo convierte en una opcion de tratamiento interesante para

esta neoplasia.?°3°
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Por otro lado, los receptores tipo Toll (TLR) son una familia de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) y se consideran muy importantes en la
inducciéon de la inmunidad antitumoral y en la regulacion del sistema

inmunolégico.3:*2

En el siguiente estudio, se investigaron los efectos de la terapia combinada con
el inhibidor de sefalizacién dual PI3K/m TOR BEZ235 y el agonista TLR-7/8

R848 en un modelo de ratdbn con LMA.

Respecto al disefio experimental y el tratamiento de los ratones, se dividieron
en los siguientes grupos experimentales: Los ratones del GRUPO | se
designaron como controles normales y se alimentaron con una dieta estandar.
(Sin inyectar células leucémicas WEHI-3). En segundo lugar, los ratones del
GRUPO Il fueron alimentados con dieta estandar como control leucémico. En
tercer lugar, los ratones leucémicos del grupo Ill se trataron con citarabina
como farmaco de quimioterapia anticancerigeno a 50 mg/kg mediante
inyeccion intraperitoneal diariamente durante hasta 2 semanas. A los ratones
leucémicos del grupo IV se les administro por via oral 45 mg/kg de BEZ235 en
N-metil-2-pirrolidona (NMP)/polietilenglicol 300 (10/90, v/v) todos los dias
durante hasta 2 semanas. A los ratones leucémicos del GRUPO V se les
administr6 R848 en soluciéon salina normal a 1,5 mg/kg mediante inyeccién
intraperitoneal cada dos dias durante 14 dias. Por ultimo, el GRUPO VI fue
tratado con BEZ235 y R848. (Figura 10)33.

WEHI-3
7 Groups:

( = 1. Normal
g 'J BEZ235: 2. Leukemia
e Cytarabine: Oral gavage, Daily | 3 Leukem\aocrarabme
IP injection, Daily \ 4. Leukemia+BEZ235
In vitro expansion 5. Leukemia+R848
! 6. Leukemia+BEZ235+R848
7 Y2
[ ==y
= \
= \
\
1P injection \\ Body weight
| v’ -, Survival rate
*~Establishment | |
e R R EEEESENTTR -
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 7
Determined AML model V Sacrifice,
via PB & BM morphology Collection of Blood, Liver, Spleen
7
o RB48:
g o 1P injection
L > . Once every two days
-

Figura 10: Diagrama esquematico del establecimiento de la leucemia en ratones BALB/c
y el tratamiento con citarabina, BEZ235 y R848 %,
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La frecuencia de células T CD4+, TCD8+, NK y células mieloides supresoras

(MDSC) se midié mediante citometria de flujo.

Los datos mostraron una frecuencia superior de células T CD4+ en los ratones
normales frente a los ratones leucémicos no tratados. Curiosamente, en
monoterapia o0 terapia combinada de BEZ235 y R848 aumentd
significativamente las células T CD4+ (figura 11). Sin embargo, los resultados
de la frecuencia de células T CD8+ (figura 12) y NK (figura 13) no se
observaron diferencias significativas entre los grupos de estudio. Por otro lado,
el % de MDSC de ratones leucémicos aumento significativamente respecto a
los ratones normales. Sin embargo, la terapia combinada de BEZ235 y R848

indujo una reduccién notable en la frecuencia de MDSC. (figura 14)%.
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Para investigar el equilibrio de los macrofagos M1y M2 en el bazo de ratones B
ALB/c leucémicos tratados y no tratados con BEZ235, R848 y citarabina, se
determiné la expresioén relativa del ARNm de iNOS (macréfagos M1) y arginasa

(macrofagos M2) evaluado mediante PCR en tiempo real.

Los datos del ensayo mostraron que la expresion de iNOS disminuyo
significativamente en ratones leucémicos. Sin embargo, la expresion de iINOS
fue muy elevada en BEZ235 Y R848. (Figura 15).
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Por otro lado, la expresion de arginasa-1 en ratones leucémicos aumento
significativamente en comparaciéon a los ratones normales. Ademas, con
monoterapia, y sobre todo en terapia combinada de BEZ235 y R848 hubo una

mayor regulacién negativa de la Arginasa-1. (Figura 16)33.
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Por otro lado, se llevé a cabo un método de citometria de flujo para enumerar
células T CD4+ y CD8+ agotadas en el bazo de ratones leucémicos. Los datos
inmunofenotipado indicaron un aumento de % células T CD4+ agotadas en
ratones no tratados en comparacion con los ratones normales. Curiosamente,
la frecuencia de células T CD4+ agotadas disminuyd en monoterapia BEZ235 y
en terapia combinada de BEZ235 y R848 en comparaciéon con los no tratados.
(Figura 17).

Por otro lado, también aumenté el % de células T CD8+ agotadas en ratones
leucémicos no tratados en comparaciéon a los normales. Sin embargo,
disminuy6 considerablemente la frecuencia de estas en monoterapia R848 y
terapia combinada en comparacién a los ratones leucémicos no tratados.
(Figura 18)°3.
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Ademas, se investigd la expresion genética de varios ligandos de punto de
control inmunologico en esplenocitos murinos mediante el método gRT-PCR

utilizando el gen de referencia hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa
(HPRT) como control interno.

Los datos mostraron que la expresiéon de PD-L1, Gal-9 y PVR en ratones
leucémicos no tratados estaba significativamente regulada en comparacion con
ratones normales. Ademas, la expresion de estas moléculas disminuyo6 tras la
terapia combinada BEZ235 y R848. Como se esperaba, la expresion de PD-L1,

Gal-9 y PVR en ratones leucémicos tratados con citarabina no varié cono
respecto a los no tratados®. (Figura 19,20 y 21).
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Figura 19: Expresién de PD-L1 en ratones leucémicos
Figura 20: Expresién de Gal-9 en ratones leucémicos 33

FIGURA 21: Expresion de PVR en ratones leucémicos *

Se evaluaron esplenocitos de ratones tratados con citarabina, BEZ235 y R848
para determinar la proliferacién de células T y células B. Los datos del ensayo
indicaron que la proliferacion de células T fue inferior en ratones leucémicos
respecto a ratones normales. Cabe destacar una mayor mejora en la
proliferacion de células T con la terapia combinada BEZ235 y R848. (Figura

22). Por el contrario, la capacidad de proliferacion de células B no mostré
grandes diferencias. (Figura 23).
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Ademas de analizar la proliferacion, también se investigo si la terapia unica y
combinada con BEZ235 y R848 podria afectar la desgranulacion de las células
CTL y NK en ratones leucémicos. Los resultados mostraron que la expresion
de CD107a de CTL en ratones leucémicos con terapia combinada de BEZ235 y
R848 fue mayor que en ratones no tratados. (Figura 24). Por otro lado, el nivel
de expresiéon de CD107a de NK en los ratones leucémicos no tratados fue
inferior en comparacion con el grupo normal. Sin embargo, con la terapia
combinada de BEZ235 y R848 se elevo el nivel de expresion frente a los no
tratados. (Figura 25)33.
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Figura 24: Expresién de CD107a de CTL en ratones leucémicos. 32

Figura 25: Expresién de CD107a de células NK en ratones leucémicos.

Finalmente, se evalud la actividad citotoxica de las células CTL y NK en los
esplenocitos de todos los ratones. Respecto a la actividad citotoxica de los CTL
aumento6 significativamente después de la terapia combinada de BEZ235 y
R848 en comparacion con los ratones no tratados. (Figura 26). Ademas, la
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actividad citotoxica de NK también se vio aumentada tras la terapia combinada.

(Figura 27).
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Figura 26: Actividad citotoxica de las células CTL en los ratones leucémicos.33

Figura 27: Actividad citotoxica de las células NK en los ratones leucémicos.®

La expresion de la transcripcién genética se midié a través de las principales
citocinas de la inmunidad innata (TNFa e IL-12), células Th1 (IFNy), Células
Th2 (IL-4), células Th-17 (IL-17) y células Treg (IL-10). Después de recopilar
los datos del estudio, los niveles de expresion de IL-4 e IL-10 aumentaron en
ratones leucémicos en comparacion con el grupo sano. Sin embargo, después
de la terapia Unica y combinada de ratones leucémicos con BEZ235 y R848,
los niveles de expresion se redujeron significativamente. Ademas, tras la
terapia combinada de ratones leucémicos con los farmacos BEZ235 y R848,
aumentaron significativamente los niveles de IFNy, TNFa, IL-12 e IL-17 en

comparacion con los controles®3.

También se realizé un andlisis de supervivencia en ratones leucémicos tratados
con BEZ235 y R848. Los ratones leucémicos tratados de forma unica o
combinada con BEZ235 y R848 exhibieron una tasa de supervivencia
notablemente mayor en comparacion con los ratones leucémicos no tratados o

tratados con citarabina.
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Figura 28: Tasas de supervivencia en ratones leucémicos. 3

Para concluir, la terapia combinada con BEZ235 y R848 podria considerarse
como una opcion terapéutica potencial y poderosa para los pacientes con LMA.
Sin embargo, a pesar de los interesantes resultados obtenidos, se requieren

mas estudios clinicos para ampliar los hallazgos actuales.

c. IBRUTINIB EN COMBINACION CON ANTI CD19-CAR T EN
EL TRATAMIENTO DE LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA

(LLC).
La LLC se diagnostica en alrededor de 190.000 pacientes nuevos y causa mas
de 60.000 muertes por afio en todo el mundo, por lo que hoy en dia sigue
siendo un reto y uno de los grandes objetivos, investigar terapias eficaces para
estos pacientes®*3°, En la actualidad, solo el trasplante de células madre ha
obtenido resultados progresivos a pesar de la llega de nuevas terapias.
Estudios anteriores demostraron que las células CAR-T inducen remision
completa (RC) en una minoria de pacientes (entorno al 20%), pero los

pacientes con LLC que logran esa remisién completa no recaen6.

Los datos preclinicos del presente estudio respaldan que las interacciones se
ven potenciadas entre las células T del receptor del antigeno quimérico anti-
CD19 y el ibritunib, mejorando el efecto antitumoral tras la coadministracion con
respecto a otros estudios®”:38, Por lo tanto, se inicia el estudio en pacientes con
LLC avanzada o de alto riesgo que no habian logrado remision completa (RC)

con monoterapia con ibritunib.

El siguiente estudio se trata de un estudio de fase Il, con pacientes con LLC

CD19+ que estan recibiendo ibritunib durante 6 meses 0 mas y cuya mejor
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respuesta al tratamiento debe no haber superado la respuesta parcial (RP). Se
inscribieron 20 pacientes de los cuales 19 recibieron induccion de Hul9-CAR T.
Quince tenian antecedentes de anomalias citogenéticas o moléculas de bajo
riesgo detectable. Tres pacientes habian recaido tras recibir induccion de
células CAR-T y 2 de ellos tenian mutaciones de resistencia a lbritunib. Tras la
induccion de Hul9-CAR T, 18 de 19 pacientes sobrevivieron y uno de ellos

murié en menos de 1 mes de seguimiento'?.

Antes de la infusibn de Hul9-CAR T, todos los pacientes recibieron
quimioterapia linfodeplactora. Trece pacientes recibieron fludarabina vy
ciclofosfamida y los otros 6 recibieron bendamustina. Por otro lado, a criterio
del médico tratante para la eleccién del régimen de acondicionamiento, catorce
pacientes recibieron tres infusiones y 5 recibieron dos infusiones de Hul9-CAR
T.

Después de la infusion con HU19-CAR T, 5 de ellos en el dltimo seguimiento,
permanecieron en tratamiento con ibritunib, mientras los otros 14 pacientes lo

suspendieron por diversas razones:

- 6/14 por sospecho de toxicidad de ibritunib.

- 5/14 por decision médico-paciente por LLC indetectable.

- 1/14 por progresion de LLC con mutaciéon BTK.

- 1/14 se someti6 a quimioterapia debido a una segunda neoplasia
maligna.

- 1/14 desconocido el motivo de suspension.

Respecto a los criterios de valoracion, el criterio de valoracion principal fue la
seguridad de la administracion de Hul9-CAR T en combinacion con ibritunib.
Se realizé un analisis de seguridad en los 19 pacientes que recibieron el

tratamiento. Los efectos adversos mas destacados fueron los siguientes:

- Neutropenia en 10/19 pacientes (53%).

- Trombocitopenia en 7/19 pacientes (37%).
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Solo dos pacientes requirieron tratamiento con tocilizumab. Se diagnostico
neurotoxicidad en 5 pacientes (dos de ellos con grado 1, dos con grado 2 y otro
con grado 4). Un paciente murié diez dias después de la infusién, tras sufrir
RSC e ICANS de cuarto grado. Otro paciente murié por infeccibn mientras
tomaba ibritunib con hipogammaglobulinemia en curso en RC a los 31 meses,

lo que se considera posiblemente relacionado con el tratamiento!?,

A los 3 meses, los 16 pacientes fueron evaluables para la evaluacion de
respuesta con el objetivo de medir la eficacia del tratamiento, de los cuales 7
habian alcanzado RC (43,8%). (Este se compara favorablemente con estudios
anteriores con CAR-T 19 en pacientes con LLC progresiva sin ibritunib
concurrente, donde las tasas de RC fueron del 21-29%73¢). A los 12 meses, 14
pacientes eran evaluables y 7 estaban en RC (50%). Tres tenian ERM
indetectable pero no fueron considerados en RC debido a una adenopatia
residual. En lo general, a los 12 meses, la ERM fue indetectable en 13 de los
18 pacientes evaluables (72,2%) y tres de los 5 con ERM detectable a los 12
meses, habian participado previamente en un ensayo de células T CAR anti-
CD19. Ademas, se midi6 la supervivencia general a los 48 meses y el resultado
fue del 84% (figura 31).
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Posteriormente, en un seguimiento mas reciente, 1 paciente habia recaido y
murié de enfermedad progresiva, 1 habia recaido y estaba en siguiente linea
de terapia, otro muri6 con enfermedad en remisibn y el quinto habia
desarrollado una segunda malignidad y el estado de LLC no era evaluable. Los
otros 13 estaban vivos en remision continua, de los cuales 4 permanecen en

tratamiento con ibritunib.
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La enfermedad residual minima (ERM) también se midi6é. De 15 pacientes con
ERM indetectable a los 3 0 6 meses, 1 paciente recayo a los 12 meses y murio
y otro recay6 a los 41 meses y permanecio en tratamiento de siguiente linea 58
meses después de la infusion con ibritunib. De 3 pacientes que habian recibido
células CAR-T, uno no respondi6 y los otros dos lograron remisién completa
positiva para ERM. Por otro lado, de los 6 que recibieron Hul9-CAR T tras
ibritunib de primera linea, los seis permanecieron en remision en el ultimo

seguimiento??.

La cuantificacién de células Hul9-CAR T se realiz6 mediante citometria de flujo
y reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa (QPCR). La expansién maxima
se produjo 10 dias después de la infusion y el nUmero maximo de células CAR-

T fue de 536 células por microlitro de sangre.

A los 12 meses, 8 pacientes tenian células T CAR por encima del limite de
cuantificacion por gPCR (25 copias por microgramo de ADN) Y 17 pacientes

tenian células CAR T por encima del limite de deteccion.

También se midié la duracion de la aplasia de células B. El % medio de células
B a los 12 meses de la infusion fue del 0,05% vy las células B constituian menos

del 1% de linfocitos circulantes en 13/18 pacientes'?.

Para concluir, estos resultados sugieren que la combinaciéon de Hul9-CAR T
con ibritunib da como resultado altas tasas de ERM negativa de médula 6sea
en pacientes con LLC. Ademds, se ha comprobado que la adicién de células
CAR-T a ibritunib mejora la seguridad y las tasas de respuesta en LLC,
mejorando la funcion de las células T fabricadas, sensibiliza a las células CAR

T a la destruccion de LLC e impulsa un superior microambiente inmunolégico
37,38

d. OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE CELULAS T
CAR ANTI-CD19 PARA EL TRATAMIENTO DE PACIENTES
CON LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA.
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Las células T que expresan receptores de antigeno quimérico (CAR) antiCD19
tienen actividad contra la leucemia linfocitica crénica (LLC), pero las tasas de
respuesta completa oscilan entre el 18% y el 29%, por lo que es necesario
mejorar®63°, En el siguiente estudio se ha realizado una optimizacion para
producir células T que expresen Hul9-CAR T (Hul9-CD828Z) a partir de
células monoclonales de sangre periférica (PBMC) de pacientes con Leucemia

linfocitica cronica. 4041

Se trata de un gran desafio la terapia CAR-T en pacientes con LLC, ya que la
sangre de estos pacientes contiene un alto porcentaje de células leucémicas,
por lo que se requiere métodos de purificacion de células T como paso inicial*?.

Los dos métodos mas habituales utilizados en la purificacion de células T en
ensayos clinicos de LLC son Dynabeats TM y Sistema CliniMACS3%43;
Dynabeats TM (dyna) son perlas paramagnéticas con anticuerpos (Ac) contra
CD3y CD28, cuya funcion es tanto la purificacion como la activacion de células
T43. El sistema CIliniMACS es otro método de separacion magnética para

purificar células T3°.

Ademas de estos sistemas de purificacion, se han afiadido IL-2 e IL-7+IL-15
363944 3 los ensayos para realizar el cultivo celular, ya que en estudios
preclinicos se ha demostrado un aumento de linfocitos T de memoria (Tscm) y

una mejora en la eficacia antitumoral4>48,

Este trabajo se ha codificado por un vector retroviral (MSGV1) de células
madre de ratdn junto a PBMC humano no modificado con anti-CD3 monoclonal,
cultivado en IL-2 o IL-7+IL-15. En el dia dos de cultivado no se hallaron
grandes diferencias en la transduccién de células CAR T (Figura 32). En el dia
7 de cultivado, hubo un mayor porcentaje de CD8+ Hul9-CAR T con
marcadores de superficie celular de Tscm (CD45RA+ CCR7+ CD95+)*" para
cultivos con IL-7+IL-15 que en los cultivos con IL-2. (Figura 33).

Por otro lado, los ensayos de proliferacion se realizaron cultivando Hul9-CAR
T marcado con éster succinimidilico de diacetato de carboxifluororesceina

(CFSE) en medio libre de citocinas con células diana CD19+ o CD19 -. Cuando
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se compararon las condiciones de cultivo no se observaron diferencias en la
proliferacion especifica del antigeno segun lo evaluado por dilucion CFSE.
(Figura 34). Sin embargo, tras 4 dias de cocultivo con células diana CD19+
hubo un aumento de Hul9-CAR T mayor con IL-7+IL-15 que con IL-2. (Figura
35). Los niveles entre ambos cultivos de liberacion de interferén gamma (IFN-g)
fueron muy similares. (Figura 36). Por ultimo, en comparacion con las células T
Hul19-CAR cultivadas con IL-2, las células Hul9- CAR T cultivadas con IL-7+IL-
15 exhibieron niveles significativamente mas altos de liberacién de IL-2
antigeno especifico. (Figura 37). Tras evaluar los siguientes resultados, se
decidié usar IL-7+IL-15 para cultivar Hu19-CAR T en estudios adicionales por

encima de IL-2 48,
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Figura 32: Comparacion transduccién de Hul9-CAR T cultivado en IL-2 e IL-7+IL-15.48

Figura 33: Comparacién transduccién de células CD4+y CD8+ cultivado en IL-2 e IL-
7+IL-15.48

Figura 34: Comparacion en la proliferacion especifica de antigeno.*®
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Figura 35: Comparacion de CD3+ Hul19-CAR T cultivado en IL-2 e IL-7+IL-15.48
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Figura 36: Comparacion de liberacion de IFN-g cultivado en IL-2 e IL-7+IL-15.48

Figura 37: Comparacion de liberacion de IL-2 cultivado en IL-2 e IL-7+IL-15.48

La purificacion de células T es un proceso necesario antes del cultivo y la
transduccion de células T, ya que la mayoria de los linfocitos sanguineos
suelen ser células leucémicas. Para ver la estrategia mas eficaz se comparan
dos métodos, el agotamiento de CD-19 (19-dep) y la seleccion CD4+ CD8+

(sel).

En ambos métodos se realiza la purificacion mediante clasificacion de células
activadas magnéticamente (MACS). La pureza de estas muestras, definida
como el % de células CD3+, fue mayor en el método sel que en 19-dep. (Figura

38)%,

P=0.001
100 Figura 38: Comparacion de purificacién de células T entre
método 19-dep y sel.*8
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Las células ya purificadas, se activaron individualmente con tres agentes

activadores diferentes:

e Dynabeads (dyna): Son perlas magnéticas que expresan anti-CD3 y
anti-CD28.4°

e Transact (trans): Se trata de una nanomatriz que expresa anti-CD3 y
anti-CD28. %0

e Cloudz: Microesferas solubles que expresan anti-CD3 y anti-CD28. 5!

Antes de comenzar la comparacion entre los agentes activadores, cabe
recalcar que todos los cultivos se complementaron con IL-7+IL-15. No hubo
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de CAR entre las
células CD4 y CD8 para los diferentes métodos de preparacion Hul9-CAR T
(Figura 39). Del mismo modo, en el dia 7 de cultivo no se encontraron grandes
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% CAR+ of CD3+CD4+ T cells

100

diferencias en el numero absoluto de células CAR T entre los diferentes
meétodos (Figura 40). Cabe destacar que en el dia 7 de preparacion, la
activacion de células T con el reactivo Cloudz condujo a Hul19-CAR T con una
proporcion mas baja de CD4:CD8 (Figura 41). También hubo una tendencia
hacia proporciones més bajas de CD4:CD8 con el método de 19 dep. Por otro
lado, el método sel tuvo una superior pureza en células T y agotamiento de
células leucémicas CD19+ que con método de enriquecimiento dyna en los
dias 0 y 2. Sin embargo, para el dia 7 de cultivo, se igualaron los niveles de
células T CD3+, incluso hubo un menor nimero de Hul9-CAR T en el dia 7
con el método de enriquecimiento dyna versus el método sel. Es por ello por lo

gue no siguieron a fondo los estudios con el método dyna“®.
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Figura 39: Comparacién de expresion de CAR-T entre células CD4 y CD8 entre métodos
trans, dynay cloudz. 48

Figura 40: Comparacion de purificacion de células T entre métodos trans, dynay cloudz
eneldia7.4

Figura 41: Comparacién de purificacion de células T CD4:CD8 entre métodos trans, dyna
y cloudz. %8

En general los datos demostraron datos similares de Hul9-CAR T producidos
con el método 19-dep o sel independientemente de los agentes activadores,
excepto con el reactivo Cloudz que gener6é Hul9-CAR T con una proporcion
mas baja CD4:CD8 mas baja. EI método sel demostrd una mayor pureza de
células T y un mayor porcentaje de CCR7+ (Figura 42) y una mayor liberacion

de IL-2 (Figura 43), por lo que se decidi6 continuar con el método sel para
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purificar células T de PBMC de pacientes con LCC para continuar con las

pruebas.
60000+
%’ % :g 300004
~ 100 = 100 ?&; 1A x h i.
+ +
o — 5000 1
< 80 E 80 ~
o o ;
3 s o0 = 25004
a
O 40 8 40 |
5 s 0-
+ 20 + 20
& & ° v 3 &
o 0 S o0 N +© © N
= OB o2& 9 R IR A9 2 - o>
® \\"b(:s\o\oob\(b(\ 5*0\006 *® \0‘\\8‘0\005\‘:’0(\ 64“\\0‘)b (.uo Qé 00\\
&2 "090\0 ,OOQ 'bQQQQO (j\ QO(}}" ,6°Q ,OOQQQO A
TR \qb S \g,b

FIGURA 42: Comparacion de pureza de células Ty CCR7+ entre métodos trans, dynay
cloudz.

FIGURA 43: indice de liberacion de IL-2.

Por otro lado, se compar6 la actividad antitumoral in vivo, donde se trataron
ratones con Hul9-CAR T activados con trans, dyna o cloudz. Lo ratones
tratados con Hul9-CAR T activado con cloudz exhibieron consistentemente
una actividad antileucemia inferior en comparacién a los otros enfoques
(Figuras 44 y 45). Por otro lado, respecto a la supervivencia de los ratones, 4
de 10 ratones tratados con Hul9-CAR T activado por dyna estaban vivos al
final de los experimentos, mientras que solo 1 de 10 ratones tratados con
Hul9-CAR T activado por trans estaban vivos al final de los experimentos
(Figura 44). Ademas, se asocio con una eliminacion de leucemia ligeramente

mas sostenida“.
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Ademas, se tomaron muestras de PBMC de tres pacientes con LLC diferentes
para evaluar el método sel con los tres agentes activadores (trans, dyna y
cloudz). Las tres muestras tenian 34,5%, 36,9% y 25,0% de células CD20+.
Por otro lado, no se encontraron diferencias en la eficiencia de transduccion
entre los diferentes reactivos activadores de células T para las células CD3+
CD8+, pero para las células CD3+ CD8+ se encontraron diferencias
significativas. Cloudz presentd una eficiencia estadisticamente superior a la de
trans. (Figura 46). También se pudo ver una desgranulacion estadisticamente
mayor de CD4+ Hul9-CAR T para trans frente a dyna. Para el dia 7 de cultivo,
con activacion dyna hubo una mayor produccion de células Hul9-CAR T frente
a trans (Figura 47), ademas de una mejor eliminacion del tumor in vivo.
Respecto a los ensayos de proliferacion, hubo una mayor eliminacién de
células CD4+ Hul9-CAR T antigeno especifico en activacion dyna que con
activacion cloudz (Figura 48), y hubo una tendencia hacia un mayor aumento
de veces en CD8+ Hul9-CAR T con activacion de dyna versus cloudz (Figura
49). No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los agentes
activadores para la proliferacion de células T medidas mediante dilucion CFSE.
Tampoco hubo gran diferencia entre los diferentes métodos de activacion de
células T respecto a la liberacion de IFN-g. (Figura 50). Sin embargo, con el
método trans hubo una mayor liberacion de IL-2 después del cocultivo nocturno
de Hul9-CAR T con células diana CD19-K562 que con método de activacion
dyna (Figura 51). Por ultimo, tanto los métodos dyna como trans fueron

igualmente capaces de inducir citotoxicidad a células leucémicas. (Figura 52)%,
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Figura 46: Evaluacion de eficiencia de transduccién para las células CD3+y CD8+.%8
Figura 47: Evaluaciéon de produccién de Hul9-CAR T en el dia 7.8
Figura 48: Evaluacion de eliminacion de células CD4+ Hu19-CAR T.%8

Figura 49: Evaluacién eliminacién de células CD8+ Hul19-CAR T.%8
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Figura 50: Evaluacion de liberacion de IFN-gamma.*®
Figura 51: Evaluacion de liberacién de IL-2. 48

Figura 52: Evaluacion de indice de citotoxicidad. 8

Por otro lado, en este ensayo se administré Rtx tres veces por semana durante
los 30 dias posteriores a la infusion de Hul9-CAR T. Los resultados
demostraron que Rtx no afecté ni mejoro la eficacia antitumoral de Hu19-CAR
T, pero existen 3 razones por las que administrar Rtx junto a la terapia CAR-T

podria mejorar la actividad antitumoral en comparacion con Rtx solo:

1. Los pacientes con LLC expresan CD20 y Rtx presenta actividad anti-
CD20.

2. Administrar Rtx antes de la aféresis podrd reducir las células
leucémicas, lo que facilitard la obtencion de una poblacion de células T
altamente pura tras la seleccion CD4+ CD8+ (Primer paso en la
produccion de células Hu19-CAR T)%8.

3. La administraciéon de Rtx podria reducir la toxicidad asociada con Hul9-

CAR T porque Rtx reduce la carga celular en pacientes con LLC.

Tras haber evaluado diferentes pardmetros de produccion celular, a

continuacion, se desarrollara un proceso de produccion de células HU19-CAR T
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GMP compatible. En este proceso se ha necesitado reactivos de activacion
dyna, CD4+ CD8+ selecciéon y cultivo mediante IL-7+IL-15. El proceso clinico
de purificacion de células T eliminé la mayoria de las células B CD19+ de CLL
PBMC (Figura 53) y dio como resultado un aumento estadisticamente
significativo en la pureza de las células T (Figura 54). La Figura 55 muestra la
tasa de acumulacion de Hul9-CAR T durante el proceso de cultivo celular
clinico. Tras el proceso de produccién, se obtuvieron niveles altos de

expresion CAR T (Figura 56), ademas de una gran liberacion de IFN-g e IL-24.
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Figura 53: Eliminacion de células B CD19+ tras mecanismo de purificacion.*®
Figura 54: Proceso de purificacion de células T tras el ensayo.®
Figura 55: Tasa de acumulaciéon de Hu19-CAR T durante el proceso de cultivo.®®

Figura 56: Niveles de expresion CAR-T tras proceso de produccion.*®
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8. CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente TFG son:

e La terapia combinada de blinatumomab junto a quimioterapia Interfant-
06 ha demostrado una mejoria en la actividad antileucémica,
disminuyendo la ERM y mejorando la supervivencia a corto plazo. A
pesar de que el tiempo de seguimiento es corto para tomar un dictamen
certero, los resultados son muy prometedores debido a la escasa
supervivencia y mejoras en los ensayos de lactantes con LLA en las

Gltimas décadas.

e La terapia combinada con BEZ235 y R848 podria considerarse como
una opcién terapéutica potencial para los pacientes con LMA. Sin
embargo, a pesar de los interesantes resultados obtenidos, se requieren

mas estudios clinicos para ampliar los hallazgos actuales.

e La terapia combinada de Hul9-CAR T con ibritunib muestra un gran
potencial en el tratamiento de LLC. Esta estrategia podria representar un
avance significativo con respecto a las terapias individuales, ofreciendo
una opcion terapéutica mas eficaz frente a neoplasias recurrentes o

resistentes.

e La CAR-T tiene actividad contra la LLC, pero las tasas de remision
completa oscilan sobre el veinte por ciento, por o que se requiere una

mejora.

e A partir de PBMCs de pacientes con LLC, los ensayos con ratones

demostraron una excelente actividad antileucémica.
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