UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA
FACULTAT DE MEDICINA

TRATAMIENTO CON INTERLEUKINA 2 EN PACIENTES CON
NEOPLASIA LINFOIDE EN REMISION COMPLETA CON ALTO
RIESGO DE RECAIDA

Memoria presentada por Eva Gonzalez Barca para optar al grado de Doctor en
Medicina

Barcelona, Mayo de 1997



~ . Institut Catala
i:fw d'Oncologia

Av. Gran Via s/n, km 2,7
08907 L'Hospitalet. Barcelona
Telefon (93) 335 76 52
Telefax (93) 263 35 56

El Dr. Alberto Grainena Batista, Doctor en Medicina, Profesor titular
del Departamento de Medicina de la Universidad Central de
Barcelona, -

CERTIFICA: Que la tesis titulada "Tratamiento con interleukina 2
en pacientes con neoplasia linfoide en remisién completa con alto
riesgo de recaida", que presenta la Licenciada en Medicina Diia. Eva
Gonzdlez Barca, ha sido realizada bajo mi direccién y se halla en
condiciones de ser defendida ante el tribunal calificador que se
designe.

Barcelona, 29 {le Abril de 1997.

Dr. Albertg Granena Batista

é}} Servei Catala

¥4 Aala Qahit



3 SANT
1 PAU

FUNDACIO DE GESTIO SANITARIA DE L'HOSPITAL DE LA SANTA CREU | SANT PAU
HOSPITAL UNIVERSITARI DE LA UAB

El Doctor Miguel LLuis Rutlldn Bafneres, Doctor en Medicina, Profesor titular

del Departamento de Medicina de la Universidad Auténoma de Barcelona,

CERTIFICA: Que la tesis doctoral titulada "Tratamiento con interleukina 2 en
pacientes con neoplasia linfoide en remisién completa con alto riesgo de
recaida”, presentada por Eva Gonzélez Barca para optar al grado de Doctor en
Medicina, tiene el nivel adecuado para una tesis doctoral y relne las

condiciones necesarias para poder ser presentada y defendida.

Barcelona, 8 de Mayo de 1997.

El tutor

S
Dr. Miguel LLuis Rutlldn Baferes



INDICE

INTRODUCCION

I

VI.

DESCUBRIMIENTO Y PAPEL FISIOLOGICO DE LA 112

A. RESPUESTA INMUNE
B. CELULASNK Y LAK

ESTRUCTURA

A. L2
B. RECEPTOR DE 112

MECANISMO DE ACCION

A. UNION DE LA IL2 CON SU RECEPTOR
B. CONTROL DE LA EXPRESION

ENSAYOS IN VITRO

A.  ACTIVIDAD LAK
B. MODULACION DE LA ACTIVACION LAK

ENSAYOS IN VIVO EN MODELOS ANIMALES

A. TERAPIA CON 112 COMO AGENTE UNICO
B. CELULAS LAK

C. TERAPIA CON IL2 COMBINADA CON OTROS

TRATAMIENTOS

D. IL2 EN EL TRASPLANTE DE PRECURSORES

HEMOPOYETICOS
E. MECANISMOS DE ESCAPE TUMORAL

ENSAYOS IN VIVO EN HUMANOS

A. RESULTADOS CLINICOS INICIALES
B. EFECTOS INMUNOMODULADORES

B1l. LIBERACION DE OTRAS CITOQUINAS
B2. CAMBIOS CUANTITATIVOS EN LOS
LINFOCITOS

LN SN

@

10

10
11

13

13
13

14

15
17

18

18
19

19

19



B3. CAMBIOS CUALITATIVOS EN LOS
LINFOCITOS

B4. CAMBIOS EN LA FUNCION LINFOCITARIA
BS. ANTICUERPOS ANTI IL2

C. TRATAMIENTO DE NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS

C1. LINFOMAS NO HODGKIN
C2. LINFOMAS DE HODGKIN
C3. LEUCEMIA AGUDA
D. LINEAS DE INVESTIGACION ACTUAL

D1. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL
D2. DISMINUCION DE LA TOXICIDAD

E. PROYECTO ACTUAL

OBJETIVOS

PACIENTES Y METODOS

I.

=

PACIENTES
A. CRITERIOS DE INCLUSION
B. CRITERIOS DE EXCLUSION
C. BREVE DESCRIPCION DE CADA PACIENTE
TRATAMIENTO CON IL.2
ESTUDIOS ANALITICOS
FENOTIPO Y ACTIVIDAD CITOTOXICA
A. OBTENCION DE CELULAS
MONONUCLEADAS
B. ANALISIS FENOTIPICO
C. ACTIVIDAD CITOTOXICA

NIVELES DE SRIL2 Y DE DISTINTAS CITOQUINAS

20
23
24
25
26
27
27
28

28
31

36

37

39

41
41

49
50

53

ii



VI. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

VII. ANALISIS ESTADISTICO

RESULTADOS
I TOLERANCIA Y SEGURIDAD DEL REGIMEN DE
TRATAMIENTO EMPLEADO
A. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

B.

TOXICIDAD

II. EFECTOS BIOLOGICOS

A.

SR

@G =

CAMBIOS EN EL RECUENTO
LEUCOCITARIO

Al. LINFOCITOS
A2. EOSINOFILOS

CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

B1. ACTIVIDAD NK
B2. ACTIVIDAD LAKe
B3. ACTIVIDAD LAKp

CAMBIOS EN EL FENOTIPO LINFOCITARIO

Cl. LINFOCITOS ACTIVADOS

C2. LINFOCITOS T HELPER

C3. LINFOCITOS T CITOTOXICOS

C4. LINFOCITOS B

C5. CELULAS NK

C6. EXPRESION DEL RECEPTOR DE LA IL2

CAMBIOS EN LOS NIVELES DE SRIL.2
CAMBIOS EN LOS NIVELES DE DISTINTAS
CITOQUINAS

CORRELACION CITOTOXICIDAD-FENOTIPO
CORRELACION CITOTOXICIDAD-SRIL2

54

56

39

67

67
68
70

72

72
73
75
77
79
86

89

iii



IOI. FACTORES PREDICTIVOS DE MAYOR ACTIVIDAD
CITOTOXICA

IV. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL
V. SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

A. RELACION ENTRE PARAMETROS
BIOLOGICOS Y LA RECAIDA

B. ESTUDIO CASO-CONTROL DE
SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

DISCUSION

I. TOLERANCIA Y SEGURIDAD DEL REGIMEN DE
TRATAMIENTO EMPLEADO

IL EFECTOS BIOLOGICOS

A. HEMATOLOGICOS
B. INMUNOLOGICOS

B1. LINFOCITOS Y SUS SUBPOBLACIONES
B2. ACTIVIDAD CITOTOXICA

B3. RELACION ENTRE CELULAS NK'Y
CITOTOXICIDAD

B4. SRIL2

BS. CITOQUINAS

II. FACTORES PREDICTIVOS DE MAYOR ACTIVIDAD
CITOTOXICA

IV. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

<

SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

V1. PERSPECTIVAS

CONCLUSIONES

93
95

96

96

101

102
104

104
105

105
108

109
109
110
112
114

115

117

118

iv



BIBLIOGRAFIA 122

APENDICE. CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS 155



ABREVIATURAS PRINCIPALES

IL Interleukina

NK Natural killer (célula asesina natural)

LAK Lymphokine-activated killer (célula asesina activada por
linfoquina)

TNF Factor de necrosis tumoral

IFN Interferon

TGF-B Factor de transformacién del crecimiento

GM-CSF Factor de crecimiento de colonias granulo-monociticas

T™O Trasplante de médula 6sea

TPHP Trasplante de precursores hemopoyéticos periféricos

ICT Injerto contra tumor

EICH Enfermedad de injerto contra huésped

LNH Linfoma no Hodgkin

LH Linfoma de Hodgkin

LLA Leucemia linfoblastica aguda

LMA Leucemia mieloblastica aguda

CMN Células mononucleadas

OMS Organizacién Mundial de la Salud

SRIL2 Receptor soluble de la interleukina-2

EMR Enfermedad minima residual

PCR Polimerase chain reaction (reaccion en cadena de la
polimerasa)

PBS Tampon salino con fosfato

LDH Lactato deshidrogenasa

vi



INTRODUCCION



Introduccion

I. DESCUBRIMIENTO y PAPEL FISIOLOGICO DE LA
INTERLEUKINA-2

La cirugia, la radioterapia y la quimioterapia solo consiguen la curacién del 50% de los
pacientes oncoldgicos, lo que ha hecho imprescindible plantear nuevos enfoques
terapéuticos del cancer. La interleukina-2 (IL2) es una proteina que fue descubierta en
1976 en los laboratorios del National Cancer Institute (Morgan 1976), que es
fundamental en la respuesta inmune normal del individuo. Su gen fue clonado en 1984,
lo que ha permitido obtener grandes cantidades de IL2 recombinante. A partir de
entonces se han desarrollado mdltiples ensayos clinicos que han demostrado el efecto
antitumoral de la IL2. En Mayo de 1992, la Food and Drug Administration (FDA)
aprobd su utilizacién para el tratamiento del adenocarcinoma renal metastisico, siendo el

primer agente biol6gico aprobado para el tratamiento del cancer.

A. RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune comienza con la presentacién de un antigeno a los linfocitos T
helper mediante las "células presentadoras de antigeno", en cuya superficie se forma un
complejo constituido por el propio antigeno y por el sistema mayor de
histocompatibilidad. Este complejo es reconocido por los linfocitos T, que a su vez
liberan un factor que estimula la proliferacion clonal controlada de otros linfocitos

especificos contra el antigeno.

En 1976, Morgan et al descubrieron un factor de crecimiento de linfocitos T que era
capaz de mantener in vitro el crecimiento de los linfocitos T de la médula ésea, y lo
denominaron "T cell growth factor" (TCGF) (Morgan 1976). Posteriormente se
demostrd que este factor era el responsable de la proliferacién clonal de linfocitos tras la

estimulacién antigénica (Smith 1988). A este factor se le conoce hoy dia como IL2.
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Figura 1. Esquema de la respuesta inmune
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B. CELULAS “NATURAL KILLER” Y' “LYMPHOKINE-ACTIVATED
KILLER CELLS”

En la década de los setenta se observé que algunos linfocitos presentaban una actividad
litica espontdnea contra células tumorales y se les denomind "natural killer" (NK) o
asesinos naturales (Pross 1977). Posteriormente se ha definido a las células NK como
linfocitos grandes granulados capaces de lisar lineas tumorales de forma independiente

del sistema mayor de histocompatibilidad (Caliguri 1990).

En cultivos de células mononucleadas (CMN) de sangre periférica incubadas con IL2, se
detectaron células que poseian una actividad antitumoral inducida por la IL2. Estas
células se denominaron "lymphokine-activated killer cells" (LAK) o células asesinas
activadas por linfoquinas. La actividad LAK se dirigia contra las células tumorales tanto
autdlogas como alogénicas (Grimm 1982a, Grimm 1982b). El mecanismo por el que las
células LAK reconocian y eliminaban las células tumorales era independiente del sistema
mayor de histocompatibilidad. A partir de este hallazgo surgio la idea de la utilizacién de

la [L2 para el tratamiento de neoplasias.
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II. ESTRUCTURA

A. 112

La IL2 es un polipéptido de 15 kD que es producido por linfocitos T helper activados.
Esta formada por 153 aminoécidos, los 20 primeros constituyen el péptido sefial de
inicio de la traduccién y se eliminan cuando se secreta la proteina madura (Taniguchi
1983). Un vez secretada la proteina es glicosilada. No se conoce la funcién de esta
glicosilacién, ya que no es necesaria para su actividad biolégica (Rosenberg 1984). La
proteina forma un puente disulfuro entre los residuos de cisteina 58 y 105 que contribuye
a estabilizar su estructura. La IL2 humana ha sido cristalizada y su estructura
tridimensional revela que es una molécula esférica que contiene 6 segmentos de o-hélice

que forman el 60% de la molécula (Brandhuber 1987).

El gen de la IL2 esté situado en el cromosoma 4 y contiene 4 exones y tres intrones
(Seigel 1984). El exon 1 codifica el péptido sefial y el comienzo de la proteina madura.

Los exones 2, 3 y 4 codifican el resto de la secuencia de la proteina.
B. RECEPTOR DE I1.2

La actividad bioldgica de la IL2 tiene lugar mediante la unién a un receptor celular que

estd compuesto de tres cadenas proteicas: o (pS5 o CD25), B (p75 o CD122) y y. Estas

cadenas se unen de forma no covalente para formar un heterodimero. ,
Bl. SUBUNIDAD «
La subunidad o fue la primera caracterizada molecularmente e inicialmente se pensé que

era la tnica proteina que formaba el receptor. Es una proteina transmembrana formada

por un péptido sefial de 21 aminoécidos unido a la proteina madura de 251 amino4cidos.
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Doscientos diecinueve aminodcidos forman una gran region extracelular cuya tnica
funcion conocida es unirse a la IL2. El resto de la molécula contiene una regién
transmembrana hidr6foba y una cola intracitoplasméatica muy corta de 13 amino4cidos,
cuya funcién es desconocida, pero se sabe que la deleccién de esta regién no produce
alteraciones en la unién ni en la internalizacion de la IL2 (Leonard 1984, Nikaido 1984).
Esta subunidad tiene un peso molecular de 55 kD. Una vez traducida sufre una
glicosilacién variable cuya funcion es desconocida, ya que no es necesaria para la unién

con la IL2.

El gen de la cadena o se encuentra en el cromosoma 10, y consta de 8 exones y 7
intrones (Leonard 1985). El exon 1 da lugar a la mayor parte del péptido sefial. La
region extracelular, la transmenbrana y la intracitoplasmatica son codificadas por los

exones 2 al 6, 7 y 8 respectivamente.
B2. SUBUNIDADES By v

El hecho de que la porcién intracitoplasmatica de la cadena o fuese demasiado pequefia
para explicar la unién con segundos mensajeros, hizo pensar que el receptor de la IL2
estaba compuesto por mas de una cadena. En 1989 se cloné una segunda proteina a la
que se denominé subunidad 3 (Hatakeyama 1989a), con un peso molecular de 75 kD,
que estaba formada por un péptido sefial de 26 aminodcidos, un dominio extracelular de
214 aminoacidos, una region transmembrana de 25 aminodcidos y un dominio
intracitoplasmatico de 286 aminoécidos. Esta subunidad también se glicosila de forma
variable en la zona extracelular. Si se elimina la region intracitoplasmatica, el receptor es

incapaz de trasmitir a la célula la sefial de crecimiento (Hatakeyama 1989b).

El gen del cadena B se encuentra en el cromosoma 22 y contiene 10 exones (Shibuya

1990). El ex6n 1 transcribe una regioén que no se traduce, el exén 2 transcribe el péptido
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sefial, los exones 3-7 las regiones extracitoplasméticas, el exén 8 la region

transmembrana y los exones 9 y 10 la region intracitoplasmatica.

La cadena y ha sido la dltima subunidad descubierta (Takeshita 1992). Tiene un peso
molecular de 64 kD y consta de un dominio extracelular de 232 aminodcidos, una region
transmembrana de 29 aminoacidos y un dominio intracitoplasmatico de 86 aminoécidos.

El gen que la codifica se encuentra en el cromosoma X.

El dimero B/y pertenece a una superfamilia de receptores de citoquinas caracterizada por
presentar 4 residuos de cisteina en la region extracelular y una serie: de aminoécidos
aromdticos espaciados de una manera caracteristica (Minami 1995). A esta familia
pertenecen también otros receptores hormonales como el de la interleukina-3 (IL3),
interleukina-4 (IL4), interleukina-6 (IL6), interlepk‘inaﬂ (IL7), factor estimulante de
colonias granulomonociticas (GM-CSF), eritropoyetina, hormona del crecimiento, y
prolactina. Se ha sugerido que todos ellos tienen un gen ancestral comin que contenia un

rasgo estructural importante para unirse a ligandos helicoidales (Bazan 1990).

Figura 2. IL2 y su receptor

c-fos bel-2
c-myc

* PTK: protefna tirosina kinasa
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III. MECANISMO DE ACCION

A. UNION DE LA 112 CON SU RECEPTOR

La combinacion de la expresidn de las tres cadenas produce varias formas del receptor:
de afinidad baja, cuando sélo se expresa la cadena o (Kd de 10®M), de afinidad
intermedia cuando se expresan las cadenas 3 y y (Kd de 10°M) y de afinidad alta cuando
se expresan o, By y (Kd de 10"'M) (Robb 1984, Wang 1987, Takeshita 1992). La
cadena o se une/desune a la IL2 de forma rapida (t;, = 5-10 segundos) mientras que el

dimero f/y lo hace lentamente (t;, = 20-50 minutos). El receptor completo combina las
caracteristicas de las tres subunidades. De momento no se conocen las bases moleculares

de unién entre la IL2 y su receptor.

Tabla 1. Union de la IL2 con su receptor

Subunidades Unién IL2 (Kd) Transduccién de sefial
o 10° M -
B 107 M -
¥ No detectable -
op 10 M -
oy 10° M -
By 10° M +
afly 10" M +

Tras la interaccién con el receptor, la IL2 pasa al interior de la célula en un tiempo que
oscila entre 20 y 30 minutos, y posteriormente es degradada en los lisosomas (Weissman
1986). La internalizacion se acompaifia de un descenso del nimero de receptores, que

posiblemente son degradados también.
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A continuacién se producen una serie de cambios bioquimicos intracelulares que dan
lugar a la divisién celular. Las porciones intracitoplasmaticas de la subunidad f3 y y son
fundamentales (Nakamura 1994, Nelson 1994), pues se asocian a distintas protefnas con
actividad tirosin-kinasa y fosfatidilinositol-kinasa (Minami 1993, Russel 1994, Miyazaki
1994), responsables de la fosforilacién de otras proteinas que a su vez activan varios
protooncogenes y genes reguladores del ciclo celular: c-fos, c-jun, c-myc y bel-2
(Shibubya 1992, Minami 1993, Taniguchi 93, Deng 1993, Otani 1993). La expresion de
estos genes promueve el paso del estado G' a S del ciclo celular, y por tanto, la divisién

celular.

B. CONTROL DE LA EXPRESION
B1.IL2

La IL2 es producida por los linfocitos T helper CD4 positivos. La sefial bioldgica para
que se produzca IL2 es el estimulo antigénico. Tras la estimulacion se detecta IL2 en 4-8
horas, alcanzando niveles 6ptimos en 24-48 horas (Ullman 1990). La secrecion maxima
produce una respuesta proliferativa de los linfocitos dptima, en ese momento los niveles
de IL2 disminuyen por consumo y por inhibicién de su produccién. Parece que el punto
de control para regular la produccién de IL2 se encuentra a nivel de la transcripcion
(Ullman 1990).

B2. RECEPTOR

Los linfocitos T y B en reposo no expresan el receptor de la IL2, y tnicamente cuando
estin activados tras la estimulacién antigénica expresan el receptor de alta afinidad
(Takeshita 1992). Su activacion produce proliferacién linfocitaria, aumento de la

citotoxicidad y secrecién de inmunoglobulinas.
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Las células NK expresan €l receptor de afinidad intermedia en reposo (Voss 1992). Sélo
el 10% de las células NK (las que se caracterizan por una alta densidad de expresion de
la molécula de superficie CD56: CD56"™) expresan el receptor de alta afinidad en
reposo (Caliguri 1990, Nagler 1990). La uni6n de la IL2 con las células NK da lugar a

su proliferacién y a un aumento de su capacidad citotoxica.

La mayoria de los monocitos en reposo expresan el receptor de afinidad intermedia
(Espinoza-Delgado 1990). Su activacién da lugar a un aumento de produccién de otras
citoquinas como la interleukina-1 (IL1) y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-ct). Los
neutrdfilos expresan el receptor de afinidad intermedia. Su estimulacion da lugar a la

produccion de TNF-a.

Tabla 2. Expresion y funcién del receptor de la IL2

oy

Expresion Consecuencia
Tipo celular de IL-2R funcional
Linfocito T
Reposo a No funcionante
Activada ofy Proliferacion, citotoxicidad,
produccién de citoquinas.
Linfocito B
Reposo -
Activada offy Proliferacién, secrecién de
inmunoglobulinas.
Célula NK (reposo)
CD56°"8" aPy y By Proliferacin, citotoxicidad.
CDs6™™ By " Citotoxicidad, produccién de
citoquinas.
Monocitos (reposo) By Citdtoxicidad, produccion de
citoquinas.
Neutréfilos (reposo) By Produccién de citoquinas.
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IV. ENSAYOS IN VITRO

Desde la introduccion de la IL2 para tratamiento del cdncer se han documentado efectos
biolégicos e inmunomoduladores reproducibles, sin embargo, ninglin pardmetro
inmunolégico se ha podido correlacionar con respuesta clinica, lo que da una idea de la

complejidad de los efectos producidos y de su naturaleza multifactorial.
A. ACTIVIDAD LAK

Los efectos fundamentales y mejor caracterizados de la IL2 son los que produce sobre
las células NK y sobre los linfocitos T citotoxicos. Estas poblaciones, tras incubarse in
vitro con IL2, en ausencia de antigenos o mitégenos, se hacen citotdxicas contra células
tumorales resistentes a células NK, lo que se define como actividad LAK (Grimm

1982a, Grimm 1982b).

La actividlad LAK es un fendmeno unico que se diferencia claramente de otras
actividades citotoxicas linfocitarias. Las células NK son las que responden mis
precozmente, pero si existe suficiente IL2 pueden responder los linfocitos T e incluso
otro tipo de células como los monocitos, neutréfilos o los linfocitos B (Damle 1986). La
destruccién de células neoplasicas o anormales por las células LAK forma parte del

sistema de inmunidad natural independiente del antigeno.

10
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Tabla 3. Sistemas citotéxicos linfocitarios

NK LAK Linfocitos T citotéxicos
Actividad En reposo Inducida Inducida
Dianas Lineas NK- Todos los HLA-
sensibles tumores, restringido
seleccionadas incluidos
los NK-
resistentes
Efectora CD56+CD3- CD56-/+CD3-/+ CD56-CD3 +

B. MODULACION DE LA ACTIVACION LAK

B1. SINERGISMO CON OTRAS CITOQUINAS

Aunque la IL2 in vitro es suficiente para producir actividad LAK, parece que el proceso
implica a numerosas citoquinas secundarias. Se ha demostrado una clara sinergia entre la
IL2 y el interferén-gamma (IFN-y) (Papamichail 1992), dependiente de la presencia de
monocitos en el cultivo (Itoh 1985). Esta sinergia del IFN-y parecia deberse a la
produccién de una segunda sustancia en los monocitos. El primer producto conocido
generado por los monocitos en respuesta al IFN-y fue el TNF-a (Owen-Schaub 1988,

Owen-Schaub 1989). Aunque el TNF-a no induce actividad LAK por si solo, si lo hace

en presencia de dosis bajas de IL2.

Se ha demostrado también sinergia de la IL2 con la IL1 (Crump 1989). La IL1 produce
un aumento de liberacién de TNF-a y TNF- que parece mediar su accion sinérgica
(Lazenby 1992). Otra citoquina con la que se ha demostrado sinergia in vitro es con la
IL3 (Okuno 1992).

11
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B2. SUPRESION DE LA ACTIVIDAD LAK

B 3 1. Firmacos inmunosupresores.

Los corticoides producen supresion de la actividad de los linfocitos T citotdxicos y de la
actividad LAK. La ciclosporina solamente suprime la actividad de los linfocitos T

citotoxicos y no la LAK (Grimm 1985).

B 2 2. Factor de transformacidn del crecimiento-beta (TGF-f3).

Los tumores pueden inhibir la respuesta inmune mediante la produccién de factores
como el TGF-B, que directamente suprime la activacién de los linfocitos T. Este factor

es también un potente inhibidor de la actividad LAK (Grimm 1991).

12
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V. ENSAYOS IN VIVO EN MODELOS ANIMALES

Se generaron células LAK en el laboratorio incubando CMN con IL2 in vitro. Estas
células proliferaban in vivo cuando se infundian en animales de experimentacion, si estos
animales eran tratados con IL2 (Ettinghausen 1985).

Posteriormente se observé que si a los animales se les trataba solo con IL2, se inducia
una proliferacién linfocitaria in vivo con actividad LAK antitumoral in vitro, es decir, la

IL2 estimulaba la produccion de células LAK end6genas (Ettinghausen 1986).
A. TERAPIA CON I1.2 COMO AGENTE UNICO

Una vez que se demostré que la administracion de IL2 producia células LAK endégenas,
se disefiaron ensayos usando IL2 como agente ﬁnigg para tratar distintos tumores en
animales. Se comprobd que la inmunoterapia con IL2 producfa una disminucion
significativa de las metéstasis pulmonares de sarcoma (Rosenberg 1985a) y que curaba
un 50% de los ratones con leucemia (Thompson 1986). Si el tratamiento se retrasaba y
la masa tumoral crecia, la respuesta era menor. Las respuestas se relacionaron
directamente con las dosis de IL2 utilizadas, sin embargo, las dosis altas se asociaron

con una toxicidad importante que aumentaba la morbilidad.
B. CELULAS LAK

Con la intencién de conseguir un mayor efecto antitumoral, se desarrollaron estudios en
los que no solo se trataba a los animales con IL2, sino que también se infundian células
LAK generadas previamente in vitro. La dnica condicién para que las células LAK
proliferaran in vivo era el aporte continuado de IL2. A mayor duracién de la
administracién dé IL2 (6 dias versus 3 dias en ratones) mayor proliferacién de las células

LAK.

13
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Numerosos estudios con ratones demostraron que la terapia combinada con IL2 y LAK
era superior a la de cualquiera de ellos por separado, por ejemplo, en ratones con
metastasis hepaticas de sarcoma, la administracién de células LAK solas no reducia las
metastasis, la IL2 las reducia sOlo de forma dosis dependiente, y sin embargo, la
combinacién de IL2 y células LAK aumentaba de forma significativa la respuesta

antitumoral (Mazumder 1984, Lafreniere 1985, Mule 1986, Papa 1986).
C. TERAPIA CON 112 COMBINADA CON OTROS TRATAMIENTOS
C1. OTRAS CITOQUINAS

Debido a la importante toxicidad que se observaba en los experimentos realizados
utilizando IL2, se abri6 una nueva linea de investigacién tratando de buscar
combinaciones de la IL2 con otras citoquinas, cor.lre?l objetivo de conseguir un efecto
sinérgico antitumoral que permitiese reducir las dosis de IL2. La combinacién de IL2 y
TNF-a se demostré mds efectiva en el control de la diseminacién tumbral que la IL2
sola en ratones (Agah 1988a, Owen-Schaub 1994). El IFN-a aumentaba la actividad NK
y tenia un efecto sinérgico con la IL2 en la generacién de células LAK (Cameron 1988).
La combinacion del IFN-y, el TNF-a y la IL2 mostré mayor efectividad en la reduccién

de las metéstasis de sarcoma en el ratén (Agah 1988b).
C2. QUIMIOTERAPIA

La IL2 ha demostrado actividad antitumoral frente a neoplasias resistentes a la
quimioterapia convencional. Por tanto podria darse la situacion de un posible sinergismo

en la combinacion entre la IL2 y la quimioterapia en los tumores quimiosensibles.

Inicialmente se pensd que las drogas antitumorales, al destruir las células con capacidad

precursora de actividad LAK, interferirian en el efecto antitumoral de la IL2 (LoRusso
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1990). Sin embargo existen ciertas drogas, como la ciclofosfamida o la mitomicina-C,
que utilizadas a dosis bajas tienen efectos inmunomoduladores que potencian los efectos
de la IL2 (Mitchell 1992, Arinaga 1994).

D. IL2 EN EL TRASPLANTE DE PRECURSORES HEMOPOYETICOS

D1. AUTOLOGO O SINGENICO

El papel de la IL2 en el trasplante de médula 6sea (TMO) se basa en dos
consideraciones: 1) la IL2 raramente consigue erradicar completamente neoplasias
avanzadas y 2) las neoplasias hematoldgicas tienen un alto riesgo de recaida incluso tras
TMO. Basandose en el hecho de que la ‘masa tumoral es minima tras el TMO, se pensé

que la IL2 podria ser titil en la erradicacion de la enfermedad minima residual.

Inicialmente se evalud el efecto que podria producir la incubacién de la médula ésea que
iba>a ser infundida con IL2, sobre todo para evaluar si se provocaban alteraciones en la
capacidad de injertar adecuadamente. Se demostré que la incubacién de médula dsea de
raton con IL2 daba lugar a la generacién de células LAK, que alcanzaban un pico el dia
4 de incubacién. Pero si la incubacion de la médula con IL2 duraba més de 24 horas se
retrasaba o se inhibia el injerto, posiblemente por alteraciéon de la adhesion celular
(Charak 1990, Charak 1992a).

En ensayos con ratones se observo que la inmunoterapia con IL2 post trasplante autélogo
de precursores hemopoyéticos provocaba un efecto "injerto contra tumor” (ICT)
(Ackerstein 1991). Solo se necesitaban dosis bajas de IL2 post TMO para mantener la
generacion de células LAK in vivo (Agah 1989, Charak 1992b). Si se comenzaba la IL2
inmediatamente después de la infusién el efecto antitumoral era mayor que si se
retrasaba (Charak 1991). La inmunoterpia no causé en ningin modelo énimal

enfermedad de injerto contra huésped (EICH) (Charak 1992b).
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D2. ALOGENICO

Los problemas fundamentales que se plantean tras un TMO alogénico son el fallo del
injerto y la enfermedad de injerto contra huesped (EICH).

D 2 1. Fallo de injerto.

Existen unas células Ilamadas "veto" en la médula 6sea que inhiben el proceso de
rechazo. Su origen es oscuro, pero se sabe que tienen un efecto supresor sobre los
linfocitos T citotéxicos del receptor (Miller 1980, Muraoka 1984). Se realizaron
experimentos con ratones a los que se les trasplantd médula dsea alogénica con
depuracién de linfocitos T (que aumenta el riesgo de fallo de injerto), y posteriormente
se trataron con IL2 por via sistémica. De esta forma se consiguieron injertos duraderos
(Azuma 1988). Por tanto, parecia que la IL2 tﬁéjoraba la capacidad de implante,

posiblemente por estimulacion de las células "veto” (Charak 1992b).

D 2 2. Enfermedad de injerto contra huesped.

La EICH estd causada por linfocitos T (Martin 1985), ya que cuando se depura la
médula de linfocitos T este efecto se previene, pero aumenta el riesgo de recaida de la
enfermedad de base (Martin 1988). Un estudio demostré que si se trasplantaban ratones
con médula singénica més alogénica y posteriormente seguian tratamiento con IL2 no se
producia EICH, pero se observaba un importante efecto ICT, lo que sugeria que la L2
podia aumentar el efecto ICT sin aumentar la EICH (Slavin 1990, Sykes 1990, Weiss
1994).
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E. MECANISMOS DE ESCAPE TUMORAL

Varios ensayos intentaron demostrar la existencia de distintos factores que produjeran
resistencia tumoral a la actividad LAK, pero no se consiguieron identificar. Se han dado
distintas explicaciones para los casos en los que la IL2 o las células LAK son ineficaces

en la erradicaciéon tumoral (Mule 1986):

- Alteraciones en la distribucion LAK que les impidan llegar a las células
tumorales.
- Secuestro de focos metastdsicos en regiones anatdmicas no accesibles a las
LAK.
- Inhibicién de la IL2 por factores séricos.
- Regimenes subdptimos de tratamiento con IL2 y/o LAK.
Por otra parte, poco se sabe del mecanismo por el que las células LAK lisan las células
tumorales, por lo que es posible que la susceptibilidad tumoral in vitro a las células LAK

no se correlacione con la susceptibilidad in vivo (Bean 1990).
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V1. ENSAYOS IN VIVO EN HUMANOS

Basdndose en los resultados de los modelos animales, la IL2 se comenzd a utilizar en

ensayos clinicos en humanos.
A. RESULTADOS CLINICOS INICIALES

Rosenberg y su equipo en el National Cancer Institute, llevaron a cabo estudios fase I
utilizando altas dosis de IL2 y/o infusién de células LAK. Los resultados iniciales fueron
publicados entre 1985 y 1989 (Rosenberg 1985b, Rosenberg 1987, Rosenberg 1989a).

Inicialmente demostraron que un gran nimero de células LAK (hasta 2x10“), podian ser
administradas de forma segura con minima toxi_c_igiad, sin embargo no observaron
actividad antitumoral. En otros ensayos se administré solamente IL2 utilizando dosis y
pautas variables. En estos estudios no se observaron beneficios terapéuticos pero
sirvieron para definir el tipo y la severidad de los efectos secundarios asociados a la IL2.
Finalmente este grupo observé que la combinacién de IL2 con células LAK producia
respuestas tumorales objetivas, incluyendo algunas respuestas completas, en pacientes
con neoplasia metastdsica. Las respuestas fueron mds frecuentes en los pacientes con
melanoma y con carcinoma renal metastasicos. La mayoria de estas respuestas duraron
mas de un afio, y algunos de aquellos pacientes siguen vivos y libres de enfermedad en

la actualidad.

Estos resultados iniciales fueron confirmados por el "Extramural Working Group”, un
grupo de seis instituciones fundado por el National Cancer Institute para llevar a cabo
estudios clinicos fase II con IL2 y células LAK. Se describieron respuestas objetivas en
cancer de colén, linfomas no-Hodgkin (LNH), linfoma de Hodgkin (LH), ademas de en
el melanoma y en el carcinoma renal (Lotze 1986, West 1987, Fisher 1988, Rosenberg
1989a).
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El problema fundamental de estos primeros ensayos fue la alta toxicidad del régimen
terapéutico, que exigié mantener ingresados a los pacientes en unidades de vigilancia
intensiva debido al riesgo de desarrollar el sindrome de aumento de permeabilidad
capilar con hipotensién y shock. La mortalidad atribuible a la toxicidad por IL2 fue del
4% (Rosenberg 1989a, Fyfe 1995).

B. EFECTOS INMUNOMODULADORES

La IL2 produjo unos cambios inmunoldgicos importantes en los pacientes tratados,
aunque no se demostrd correlacién con sus efectos antitumorales (Favrot 1990). Los
efectos que se explican en el siguiente apartado se han descrito con la utilizacién de dosis

altas de [L2.

Bl. LIBERACION DE OTRAS CITOQUINAS

La IL2 provoca la liberacion de otras citoquinas: IFN-y, TNF-a, TNF-8, IL1, ILS, ILS,
y algunos factores de crecimiento hematopoyético como el GM-CSF (Ettinhausen 1987,
Heslop 1989, Macdonald 1990). Algunas de estas citoquinas producen adhesién de los
leucocitos al endotelio vascular influyendo en los patrones de distribucién leucocitaria
(Cavender 1987). Se ha descrito que son las responsables de la mayoria de los efectos
toxicos asociados a la administracién de IL2: sindrome de permeabilidad capilar (Cotran
1988), mielosupresiéon (Clerigue 1990), eosinofilia (Macdonald 1990), etc. Por otra
parte, algunas de ellas podrian ser las responsables de la regresion tumoral en algunos

pacientes (Blay 1990).

B2. CAMBIOS CUANTITATIVOS EN LOS LINFOCITOS

Tras la infusiéon de IL2 se produce una linfopenia transitoria, que se sigue de una
linfocitosis de rebote en pocas horas (Boldt 1988). En tratamientos en bolus la
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linfocitosis dura de 4 a S dias, en los tratamientos en perfusion continua se mantiene
mientras dura el tratamiento (Thompson 1988, Thompson 1989, Clark 1990). La
linfopenia inicial se produce por un aumento de la adherencia de los linfocitos al
endotelio vaséular, y la linfocitosis posterior se debe a una disminucién de la adherencia
y a una proliferacion de linfocitos T (Lotze 1985, Urba 1990) y de la poblacién NK
(Phillips 1987, Ellis 1988, Urba 1990).

B3. CAMBIOS CUALITATIVOS EN LOS LINFOCITOS

De los modificadores de la respuesta biolégica estudiados hasta ahora en humanos,
ninguno ha demostrado un efecto tan importante en la composicién fenotipica de los
linfocitos circulantes como la IL2. Existe una considerable variabilidad en los cambios
inducidos en distintos individuos que han recibido idéntico tratamiento con IL2 (Ellis
1988, Favrot 1990). Las alteraciones fenotipicas prbducidas por la IL2 aumentan con la
intensidad de la dosis (Ellis 1988, Goldstein 1989), pero dosis bajas de IL2 dadas de
forma repetitiva pueden producir efectos inmunomoduladores mayores que una tdnica
administracion a dosis altas. La duracion de las alteraciones fenotipicas puede ser de dias
a semanas tras la Gltima administracién de IL2, dependiendo de la dosis administrada
(Goldstein 1989, Favrot 1990). La IL2 modula la funcién y la proliferacién de una

variedad de células, incluyendo células NK, linfocitos T, linfocitos B y monocitos
B 3 1. Efecto sobre las células NK.

La mayoria de las células NK expresan CD56 (CD56+) y son CD3 negativas (CD3-)
(Lanier 1986, Lanier 1987). El efecto modulador més importante de la IL2 tiene lugar
sobre estas células CD56+ CD3- (Ellis 1988, Urba 1990), que aumentan y llegan a
constituir hasta el 70% de todas las células mononucleadas circulantes (Phillips 1987,

Ellis 1988, Goldstein 1989, Urba 1990, Favrot 1950).
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Como se ha dicho previamente, un 10% de las células NK se caracterizan por una alta

ight
brght "y el resto

densidad de expresion de la molécula de superficie CD56: CD56
presentan una baja densidad de expresion del CD56: CD56™ (Lanier 1986, Lanier
1987). En individuos normales las células CD56™*™* son morfolégicamente linfocitos

dim+

grandes agranulares y tienen una actividad NK débil, y las CD56 son células

efectoras con actividad NK alta. Durante el tratamiento con IL2 la poblacién CD56™E"*
es la que prolifera fundamentalmente, y funcionalmente tiene una actividad LAK mayor

que la poblacién CD56%™* (Ellis 1989, Urba 1990).

El CD16 se expresa en la mayoria de las células CD56+. Las CD56™*™* son CD16"™*
0 CD16- mientras que las CD56"™" expresan un CD16™"" (Ellis 1989, Nagler 1989).
Durante el tratamiento con IL2 aumenta el nimero de células CD16+, aunque estos
cambios son menos intensos que los que ocurren en la poblacion CD56+ (Ellis 1989,
Weil-Hillman 1989, Urba 1990, Foa 1991a). '

i

El antigeno T de superficie CD2 se expresa aproximadamente en el 80% de las células
NK CD56+, y su intensidad de expresion se correlaciona con la intensidad de la
expresion del CD56, la fraccion CD56™ " es CD2™E8 y a CD56%™ es CD29™* o
CD2- (Ellis 1988, Urba 1990). Durante el tratamiento con IL2 aumentan los niveles de

CD2 fundamentalmente por la expansion de las células CD56™™*

Una subpoblacion de células NK CD56+ CD3- expresan normalmente niveles bajos de
CD8 (CD8“™). En algunos pacientes tratados con IL2 el nimero de células CD8*™*
aumenta, aunque el porcentaje de CD56+ que coexpresan CD8 no se altera (Phillips

1987, Ellis 1988).

Solo un bajo porcentaje de células CD56+ expresan CD25 (p55 o cadena o del
receptor) (Caliguri 1990, Nagler 1990), sin embargo la mayoria expresan CD122 (p75 o
cadena P del receptor), y su expresién aumenta durante el tratamiento con IL2 (Voss

1990).
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B 3 2. Efecto sobre los linfocitos T.

El niimero absoluto de linfocitos T CD3+ aumenta tras tratamiento con IL2, pero el
porcentaje suele disminuir debido a la mayor proliferacion de células CD56+ (Phillips
1987, Ellis 1988, Favrot 1990). La proporciéon CD4/CD8 se mantiene estable (Kolitz
1987). Existe una pequeiia poblacion CD3+ que también expresa CDS56
(exclusivamente CD56"™") que funcionalmente exhiben una citotoxicidad similar a la
NK. La mayoria de las células que proliferan durante tratamiento con IL2 son CD3-, y
las células CD3+ CD56+ que proliferan lo hacen en el rango de la linfocitosis global

producida por la IL2 (Ellis 1988).

La administracion de IL2 induce la expresion de HLA-DR en los linfocitos CD3+, lo

que indica una activacion linfocitaria (Favrot 1990).

En algunos pacientes, se produce un aumento de la expresion de CD25 en las células
CD3+, mientras que no ocurre lo mismo con el CD122 (Goldstein 1989, Urba 1990,
Favrot 1990).

B 3 3. Efecto sobre otras células.

Existe menos informacion sobre los efectos del tratamiento con IL2 en otras células
circulantes. Aunque el nimero relativo de monocitos CD14+ no cambia o disminuye
durante el tratamiento con IL2, el nimero absoluto de células CD14+ aumenta (Kolitz
1987, Favrot 1990), y ademds aumenta la expresion de HLA-DR y de CD25 (Lotze
1987).

En los granulocitos disminuye la expresion de CD16 y se altera la respuesta

quimiotactica, lo que podria explicar la mayor susceptibilidad a las infecciones descrita

en los pacientes tratados con IL2 (Jablons 1990).
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El nimero de linfocitos B y sus fenotipos no se alteran (Favrot 1990), el nimero de

eosindfilos aumenta y el niimero de plaquetas disminuye (Ettinghausen 1987).
B4. CAMBIOS EN LA FUNCION LINFOCITARIA

B 4 1. Citotoxidad.

B 41 1. Actividad LAK.

Durante el tratamiento con IL2 se produce una actividad LAK que no se detecta antes de
su administracién (Thompson 1988, McMannis 1988, Hank 1988, Ellis 1989, Weil-
Hillman 1989, Urba 1990, Foa 1991a). Esta actividad es producida por los linfocitos
CD56+ (Weil-Hillman 1989), sobre todo por la poblacion CD56™"* CD16- (Ellis
1989). La generacion de actividad LAK depehcie de la dosis y la forma de
administracion de la IL2 (Thompson 1988).

B 41 2. Actividad NK:

Se ha descrito también que la IL2 produce un aumento de la actividad NK in vivo

(Thompson 1988, Rosenthal 1988, Weil-Hillman 1988, Hank 1988, Urba 1990).

B 4 1 3. Otras citotoxicidades:

La citotoxicidad mediada por linfocitos T ha sido poco estudiada. Durante el tratamiento
con IL2 se produce una activacion de los linfocitos T, sin embargo no se produce

ninguna modificacién importante en la citotoxicidad mediada por linfocitos T

aloespecifica (Rosenthal 1988).

B.4 2. Proliferacion.
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No se han observado cambios en la respuesta de proliferacion linfocitaria a mitdgenos
inespecificos como la concavalina A o la fitohemaglutinina tras tratamiento con IL2

(Urba 1990).

La respuesta a células linfoides alogénicas en un cultivo mixto linfocitario no se altera o

desciende (Rosenthal 1988, Urba 1990, Wiebke 1988).

La respuesta proliferativa contra una bateria de antigenos como la tuberculina, el tétanos

o la difteria disminuye (Wiebke 1988).

B 4 3. Otros cambios.

Algunos autores han encontrado anergia cutinea a una bateria de antigenos durante
tratamiento con IL2 (Wiebke 1988), mientras que otros no encuentran dicha alteracién

(Rosenthal 1988).

No se han descrito cambios significativos en la funcién de los linfocitos B tras la

administracion de IL2 (Rosenthal 1988).

Algunos autores han encontrado niveles altos de C3a y Cda en pacientes tratados con
IL2 en bolus a dosis altas. Este fendmeno podria explicarse por la activacion de la via
clasica del complemento, que podria ser la responsable del desarrollo del sindrome de

permeabilidad capilar (Thijs 1990).
BS. ANTICUERPOS ANTI IL2

Se han detectado anticuerpos anti IL2 en pacientes tratados con IL2. Este fendmeno se
ha descrito més frecuentemente en pacientes tratados durante méis de un mes. Muchos de

estos anticuerpos no son neutralizantes y no alteran la actividad bioldgica de la IL2
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(Allegretta 1986, Scharenberg 1994). En general los titulos se normalizan tras la

suspension de la IL2.

C. I12 EN EL TRATAMIENTO DE NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

El papel de la IL2 en el tratamiento de enfermedades hematoldgicas se basa en diversas

observaciones:

-En modelos animales la IL2 con o sin células LAK ha erradicado enfermedades

hematoldgicas avanzadas (Thompson 1986).

-Las células de los pacientes con leucemia aguda mielobléstica, leucemia aguda
linfoblastica, linfoma, leucemia mieloide 'c.’rénica y mieloma miltiple son
" sensibles a la lisis por células humanas LAK in vitro (Beran 1983, Oshimi 1986,
Dawson 1986, Lotzova 1987, Shimazaki 1988, Caldera 1992). Dicha

sensibilidad no tiene resistencia cruzada con la radioterapia o la quimioterapia.

-Las neoplasias hematolégicas se encuentran entre las mas sensibles a la
quimioterapia y a la radioterapia, por lo que se puede inducir un estado de
enfermedad minima residual con relativa facilidad, estado en el cual la

inmunoterapia tiene més posibilidades de ser efectiva.
Se han realizado multiples ensayos con una grah variedad de esquemas terapéuticos de

IL2 y con grupos de pacientes muy heterogéneos que habian recibido previamente

muchos tratamientos.
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Cl. ENSAYOS CLINICOS CON IL2 EN LNH.

El tipo de pacientes tratados y los regimenes utilizados han sido muy heterogéneos. No
se han hecho estudios comparativos para evaluar si la dosis de IL2, la forma de
administracién o el uso concomitante de células LAK contribuye a la eficacia
terapéutica. Ciento nueve pacientes con LNH fueron tratados con IL2 sola (70 pacientes)
o con IL2 + LAK (39 pacientes) (West 1987, Schoof 1988, Allison 1989, Bernstein
1991, Margolin 1991, Tourani 1991, Gisselbrecht 1992, Weber 1992). Todos los
pacientes habfan recibido previamente miltiples tratamientos con quimioterapia o
radioterapia (algunos habian recaido post TMO autélogo), y la IL2 fue administrada a
dosis altas endovenosas estando ingresados en el hospital, s6lo 7 pacientes fueron
tratados con bajas dosis en bolus endovenosos de forma ambulatoria. Siete pacientes
obtuvieron remision completa de 2 a 23+ meses de duracién, y 15 remision parcial de 1
a 36+ meses de duracion, lo que constituye una ‘respuesta global de un 20%. La
histologfa del linfoma sélo se especificaba en 79 casos. De 40 pacientes con linfomas
difusos, 3 obtuvieron remision completa y 4 obtuvieron remision parcial (respuesta
global del 18%), y de los 39 pacientes con linfomas foliculares, 3 obtuvieron remision

completa y 9 obtuvieron remision parcial (respuesta global del 30%).

Posteriormente uno de lbs grupos anteriores ampliaron su serie: utilizando dosis altas de
IL2 durante 12 dias en perfusion continua en 47 pacientes con linfoma en recaida o
refractarios a la quimioterapia consiguieron un 27% de respuestas globales con un
seguimiento de 3 a 29+ meses. 23 pacientes tenian linfoma difuso de célula grande, de
ellos 3 obtuvieron remision completa y 2 remision parcial (respuesta global del 21 %). 24
tenfan linfoma folicular, 1 obtuvo remisién completa y 7 remisién parcial (respuesta

global del 33 %) (Gisselbrech 1994).

Teéricamente la IL2 podria actuar como un factor de crecimiento in vivo para neoplasias
que expresen el receptor de la IL2, como las neoplasias originadas en los linfocitos T.

Existen pocos pacientes con linfoma de células T en la literatura que se hayan tratado

26



Introduccion

con IL2. Algunos de los pacientes tratados han obtenido una respuesta favorable: 4
pacientes con micosis fungoide y 2 pacientes con linfoma T respondieron a la IL2 en una
serie global de 18 pacientes con LNH (Gisselbretch 1992). De 7 pacientes con linfoma T
cutdneo en recaida o progresion tras dos lineas de tratamiento que recibieron IL2, 3
consiguieron remisién completa y 2 remision parcial de 6 a 33+ meses de duracién
(Marolleau 1995). Estos casos, aunque escasos, muestran que la IL2 puede provocar

regresion de los linfomas T.
C2. ENSAYOS CLINICOS CON IL2 EN LH.

De un total de 28 pacientes con LH que previamente habian recibido muiltiples
tratamientos (8 de ellos recaidos tras TMO autdlogo), se consiguieron 4 remisiones
parciales (12%) de 3 a 11 meses de duracion (Paciucci 1989, Margolin 1991, Bernstein
1991, Tourani 1991, Gisselbrecht 1992). Gisselbrééﬁ y colaboradores no consiguieron

ninguna respuesta en 7 pacientes con LH (Gisselbrech 1994).
C3. ENSAYOS CLINICOS CON IL2 EN LEUCEMIA AGUDA.

En pacientes con leucemia aguda se han llevado a cabo ensayos fase I/II. En todos los
casos se administrd IL2 a dosis altas a pacientes en recaida tras tratamientos de rescate o
tras TMO. Los pacientes con enfermedad limitada (<15% de blastos en médula Gsea)
obtuvieron respuestas completas duraderas cuando se mantenia el tratamiento con dosis
bajas durante 5 dias al mes (Foa 1990a, Foa 1990b, Foa 1991b, Maraninchi 1991, Lim
1991, Foa 1993, Klingemann 1996).
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C4. ENSAYOS CLINICOS CON IL2 EN OTRAS NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

La IL2 se ha utilizado en el tratamiento de pacientes con mieloma miiltiple en estadio
avanzado o en progresion. En una serie de 17 pacientes, en 2 se observé reduccion de la
masa tumoral y en 4 estabilizacién de la enfermedad. Las respuestas fueron de corta
duracién (Peest 1995).

Los hallazgos in vitro descritos sugieren que la respuesta a la IL2 de los pacientes con
sindrome mielodisplasico es heterogénea (Ogata 1995). En un paciente con anemia
refractaria con exceso de blastos se eliminaron los blastos (de 7% a 0%), desaparecieron

los sideroblastos en anillo (de 15% a 0%) y los rasgos displésicos (Toze 1993).

D. LINEAS DE INVESTIGACION ACTUAL

Una vez demostrados los efectos inmunomoduladores y antitumorales de la IL2 in vivo
en humanos, se han disefiado estudios para valorar su eficacia en la enfermedad minima
residual (EMR), y la disminucién de su toxicidad.

D1. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

Las respuestas mas favorables obtenidas utilizando IL2 se habfan observado en pacientes
con escasa masa tumoral. Uno de los modelos clinicos de EMR es el que se consigue

tras el TMO.

D 1 1. TMO autdlogo

El indice de recaidas es mucho menor en pacientes sometidos a TMO alogénico que a
TMO autdlogo por el desarrollo del fenémeno ICT (Weisdorf 1987). Las células del

donante responsables de este efecto son las células NK. La IL2 estimula la actividad NK
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y podria remedar el efecto ICT en pacientes sometidos a TMO aut6logo (Oshimi 1986,
Lotzova 1987, Hercend 1986).

El tratamiento con IL2 post TMO seria conveniente comenzarlo lo antes posible, ya que
los pacientes con neoplasia hematolégica avanzada que recaen post TMO lo hacen
precozmente, en los primeros 4 meses. Ademads, la actividad LAK precursora comienza
a detectarse en sangre periférica a las 2 semanas post TMO, y la actividad LAK efectora
entre la tercera y la sexta semana (Higuchi 1989, Reittie 1989). Por otra parte hay que
tener en cuenta que las dosis altas de quimioterapia o radioterapia utilizadas en el TMO
son toxicas y la IL2 puede aumentar esta toxicidad. Se han descrito efectos t6xicos
graves con dosis altas de IL2 administradas de 24 a 48 horas tras el TMO (Gottlieb
1989, Weisdorf 1993), y efectos toxicos manejables si se comenzaba de 10 a 14 semanas
post TMO (Blaise 1990). Las dosis bajas en infusion continua se toleraban entre 6 y 14
semanas post TMO (Soiffer 1992). La dosis méxima ‘tolerada post TMO fue de 3x10°U
Roche/m’/d (42 Ul/m?/d) La toxicidad limitante fué la hipotensién y la trombocitopenia
(Higuchi 1991), pero en ningin caso se produjo la pérdida del injerto medular (Gottlieb
1989, Macdonald 1990, Blaise 1990, Blaise 1991, Heslop 1991, Higuchi 1991, Bosly
1992). En cuanto al trasplante de células precursoras periféricas (TPHP), se sabe que
existe actividad LAK efectora a las 2 semanas del trasplante y que esta actividad es
mayor que tras el TMO autélogo o alogénico (Fegan 1995). El porcentaje de células
CD56+ aumenta precozménte, lo que significa que las células precursoras capaces de

adquirir actividad LAK inducida por IL2 se recuperan rapidamente (Neubauer 1994).

Los conocimientos que tenemos sobre la utilidad clinica de Ia IL2 post TMO proceden
de estudios no controlados ni aleatorizados, por lo que su utilidad clinica estd ain por
definir. Todos los nifios (7/7) con leucemia aguda linfoblastica (LLA) en segunda o
posterior remisién completa, tratados con IL2 post TMO, recayeron en una media de 5
meses (Meloni 1992). En otros trabajos se ha utilizado IL2 post TMO en LLA con
respuestas en general poco esperanzadoras, si bien todos los casos tenian un alto riesgo

de recaida, ya que se encontraban en segunda remision o fases posteriores de la
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enfermedad (Weisdorf 1993). El grupo de Seattle ha publicado resultados clinicos
comparandolos con grupos histdricos. Pacientes con LNH, LH, o leucemia mieloide
aguda (LMA) en primera o posteriores recaidas que habian sido sometidos a TMO se
trataron con altas dosis de IL2, y en algunos casos se afladieron células LAK. En
pacientes con linfoma, la probabilidad de recaida fue del 50% a los 4 afios, frente al 60-
90% del grupo histérico control. En leucemia mieloide aguda la supervivencia libre de
enfermedad fue del 70% frente al 30% del grupo control (Fefer 1993, Benyunes 1995),
lo que seria atribuible al efecto contra la EMR. Este mismo grupo ha comenzado a

desarrollar ensayos prospectivos aleatorizados.

B 12. TMO alogénico

La IL2 se ha utilizado post TMO alogénico con depuracién de linfocitos T. Los
linfocitos T se depuran con la intencién de disminuir el efecto EICH, lo que se consigue,
pero a costa de un aumento en el fallo del injerto y de un aumento de las recaidas por
pérdida del efecto ICT. La IL2 activa a las células NK que son las responsables del
efecto ICT y ademds activa a las c€lulas "veto” que permiten que se mantenga el injerto.
La actividad NK se recupera de 2 a 3 semanas post TMO alogénico con depuracién de
linfocitos T, y la LAK efectora a las 4-6 semanas (Rooney 1986, Leger 1987, Reittie
1989).

El Dana Farber Cancer Institute publicé uha serie en que se trataron 38 pacientes (de los
cuales 21 estaban afectos de leucemia mieloide crénica, 10 de leucemia mieloide aguda,
y el resto de otras neoplasias) mediante TMO alogénico con depuracién de linfocitos T,
seguido IL2 en perfusién continua endovenosa a dosis bajas durante 90 dias. Solamente
un paciente desarrolldo EICH. En el anélisis comparando este grupo de pacientes con el
grupo histdrico, el tratamiento con IL2 se asocié con un aumento de la supervivencia
libre de enfermedad (Soiffer 1992, Soiffer 1994).
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También se ha utilizado IL2 en perfusién continua endovenosa a dosis bajas después de
TMO alogénico no modificado. Diecisiete nifios con leucemia aguda en primera recaida
o fase posterior de la enfermedad recibieron un TMO alogénico emparentado. Una vez
retirados los inmunosupresores y si no habia evidencia de EICH, se administré IL2. Sélo
2 pacientes desarrollaron EICH grado II. 10 pacientes (59%) estdn en remisién completa

tras 5 a 67+ meses de seguimiento (Robinson 1996).

D2. DISMINUCION DE LA TOXICIDAD

D 2 1. Papel de las células LAK reinfundidas

Se han obtenido datos comparables en cuanto a respuesta antitumoral utilizando dosis
altas de IL2 con o sin células LAK (aproximadamente un 10% de remisiones parciales y
un 5% de remisiones completas en pacientes ‘c'o\n carcinoma renal metastisico:)
(Rosenberg 1989a, Negrier 1989, Abrams 1990, Weiss 1992, Law 1995). Ademas, las
células LAK se han asociado con un aumento de toxicidad por un lado, y de costes por

otro, lo que ha dado lugar a que se dejen de incluir en el disefio de nuevos ensayos.

D 2 2. Tratamiento con dosis bajas de I1L.2

La IL2 a dosis altas se asocia a una morbilidad muy importante y un porcentaje no
despreciable de mortalidad, por lo que en ensayos posteriores se ha intentado aumentar
su actividad antitumoral disminuyendo su toxicidad.

Regimenes con dosis més bajas han permitido tratar a mas enfermos y realizar pautas
mas prolongadas, tanto en infusién endovenosa como en inyeccién subcutdnea. Estas
pautas se han asociado con menor toxicidad y ha permitido que el tratamiento pueda

hacerse en régimen ambulatorio.
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D 2 2 1. Fundamento biolégico de la utilizacion de dosis bajas.

En los ensayos in vitro se demuestra que las dosis bajas de IL2 producen un aumento de
la actividad NK y LAK (Palmer 1994). De hecho, con dosis menores de 3x10° Ul/m’ se
alcanzan niveles séricos suficientes para unirse al receptor de alta afinidad de las células
NK CD56™", y se produce la proliferacién de las células NK CD56+ que pueden
llegar a ser del 60 al 80% de los linfocitos circulantes, es decir, el mismo efecto que se
conseguia con dosis més altas (Goldstein 1989). No se ha observado cambio alguno en el
niimero de linfocitos T, de linfocitos B ni en el de monocitos circulantes (Caliguri 1991,

Schomburg 1992, Vlasveld 1993, Caliguri 1993).
D 2 2 2. Aplicaciones clinicas de la IL2 a dosis bajas.
1. Inmunodeficiencias:

Se han utilizado dosis bajas de IL2 en los casos en que ésta no se produce de forma
adecuada, como son los pacientes con deficiencias congénitas de su produccién (Pahwa
1989), pacientes con lepra lepromatosa en los que existe un defecto de reactividad de los
linfocitos T contra el micobacterium leprae (Kaplan 1991), y en pacientes infectados por
el virus VIH en los que existe un déficit y una disfuncion de los linfocitos T helper
(CD4+), que son los que en condiciones normales producen IL2 (Teppler 1993,
Bernstein 1995).

2. Pacientes con neoplasias:
-IL2 a dosis bajas en neoplasias avanzadas (carcinoma renal o melanoma)
En un estudio randomizado desarrollado en el National Cancer Institute con 125

pacientes diagnosticados de carcinoma renal, las dosis bajas de IL2 administradas en

bolus endovenosos eran igual de efectivas que las dosis altas (15% de respuestas versus
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20% respectivamente) (Yang 1994). Sin embargo, algunos autores que han utilizado IL2
en infusién continua endovenosa a dosis bajas no han objetivado respuestas clinicas
(Richards 1988, Perez 1991), mientras que en otras series se han encontrado resultados
comparables a los conseguidos con dosis altas de IL2. El problema fundamental de la
infusion continua endovenosa ha sido la alta incidencia de infecciones del catéter (entre

el 20% y el 50% de los pacientes) (Schoof 1988, Vlasveld 1992, Soiffer 1994).

Cuando se administra la IL2 por via subcutinea los efectos secundarios han sido menores
que los descritos con la infusién endovenosa. Las respuestas clinicas también han sido
variables en los distintos grupos, mientras que unos no han observado respuestas
(Whitehead 1990, Angevin 1995), otros han descrito respuestas similares a las obtenidas
con dosis altas (Atzpbdien 1990, Stein 1991, Sleijfer 1992, Atzpodien 1993, Lindemann
1993). Recientemente, algunos grupos han comenzado a utilizar IL2 por via subcutinea
en pacientes con neoplasias sélidas con EMR tras hdﬁer sido tratados con quimioterapia
o radioterapia. Guida et al publicaron una serie de 16 pacientes con EMR que recibieron
tratamiento con dosis bajas de IL2 durante 6 meses, solo 2 recayeron con una media de

seguimiento de superior a 8 meses (Guida 1995).
-IL2 a dosis bajas en el trasplante de médula dsea

Se han publicado diversos estudios utilizando dosis bajas de IL2, administrada por via
endovenosa en infusién continua, en pacientes que habfan sido sometidos previamente a
TMO autdlogo (Soiffer 1992), a TMO alogénico con depuracién de linfocitos T (Soiffer
1992, Soiffier 1994), o a TMO alogénico no depurado que no desarrollaran EICH. Los
tratamientos se han hecho en todos los casos en régimen ambulatorio, y la toxicidad
descrita ha sido minima. De 25 pacientes tratados con enfermedad hematoldgica, 6
recayeron, con una media de seguimiento de 21 meses. En un estudio caso-control se
describié que la IL2 disminufa el riesgo de recaida (riesgo relativo 0,34, con un intervalo

de confianza de 0,14 a 0,82) (Soiffer 1994).
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Durante los Gltimos 2 afios se ha comenzado a utilizar IL2 subcutinea durante periodos
mds largos de tiempo (de 1 a 6 meses) en pacientes post TMO o con EMR. La IL2
subcutdnea post TMO produce efectos inmunomoduladores, aumenta la actividad NK y
la actividad LAK (Raspadori 1995, Farace 1995), y algunos autores observan una
activacion de los linfocitos T (Zambello 1994). En el momento actual carecemos ain de

informacidn sobre respuestas clinicas en estos pacientes.
D 2 3. Combinacién de la IL2 con otros tratamientos
D 2 3 1. Otras citoquinas.

La sinergia observada en ratones con el IFN-o utilizando dosis altas de IL2 no se
demostré posteriormente en los ensayos clinicos en humanos (Rosenberg 1989b,
Whitehead 1993). Sin embargo la combinacién de dbgis bajas de 1L2 con dosis bajas de
INF-a ha producido efectos inmunomoduladores (Maxwell 1993, Schneekloth 1993,
Prigione 1993), y resultados clinicos similares a los obtenidos con dosis altas de IL2 en
pacientes con carcinoma renal o melanoma, pero con una toxicidad muchisimo menor,
pudiéndose completar los tratamientos de forma ambulatoria (Vogelzang 1993, Keilholz
1994, Atzpodien 1995). En un estudio randomizado de 425 pacientes con carcinoma
renal, utilizando IL2 en infusién continua a dosis bajas versus 1L2 subcutanea mis IFN-
o subcutineo, las respuestas fueron similares (15% versus 20% respectivamente), pero
la toxicidad fue mucho menor en el grupo en que se habia utilizado la via subcutinea
(Palmer 1993). La combinacién IL2 e IFN-o¢ también se ha comenzado a utilizar en
pacientes con enfermedades hematol6gicas en situacion de EMR, incluso post TMO. La
tolerancia ha sido buena y se ha producido inmunomodulacion, aunque ain no se han

evaluado respuestas clinicas (Morecki 1992).

La combinacién de la IL2 con IFN-y no ha dado resultados clinicos satisfactorios

(Yoneda 1992, Baumgarten 1994, Lummen 1996). El uso de IL2 més IL1 potencia in
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vivo la actividad citotéxica y es bien tolerado pero no se han estudiado las respuestas

clinicas (Triozzi 1995).

La combinacién con GM-CSF potencia la actividad LAK, al parecer mediante la
estimulacién de los precursores linfocitarios T en vez de las células NK (Stewart-Akers
1993). En la actualidad se estdn desarrollando ensayos clinicos utilizando esta
combinacién, pero ain carecemos de resultados publicados sobre la eficacia de esta

combinacion.
D 2 3 2. Quimioterapia.

Algunos autores destacan el aumento de la capacidad de generar células LAK in vitro si
se afiade mitomicina C a la IL2 (Arinaga 1994). Dosis bajas de ciclofosfamida parece
que aumentan la capacidad citolitica in vivo de la IL2 (Wersall 1993). En pacientes con
carcinoma avanzado no se ha demostrado un aumento de respuestas (Verdi 1992, Quan

1994), excepto algin grupo que ha descrito buenas respuestas en melanoma (Mitchell
1992).

D 2 3 3. Neurohormonas.

La melatonina parece potenciar los efectos inmunomoduladores de la IL2 (Lissoni
1995a, Lissoni 1995b), y se objetivan algunas respuestas en pacientes con neoplasia
s6lida avanzada excluyendo carcinoma renal y melanoma (Lissoni 1994).

D 2 3 4. Otros tratamientos.

La IL2 también se ha utilizado en combinacién otras sustancias que han demostrado

potenciar su accién inmunomoduladora: histamina (Brune 1996), ranitidina (Nielsen

1995), L-Arginina (Lieberman 1992), mientras que otras combinaciones no han
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demostrado aumento de su eficacia: anticuerpos anti TGF-B (Mao 1994), anticuerpos

anti CD3 (Sosman 1995).

D 2 4. Administracion local

Otra linea de investigacién que se ha seguido para intentar disminuir toxicidad en
tumores s6lidos es la administracion de IL2 localizada en la zona del tumor, en vez de
utilizarla de forma sistémica. Se han tratado neoplasias del sistema nervioso central a
través de un reservorio de Omaya (Nakagawa 1995), neoplasias intrabdominales
mediante inyecciones intraperitoneales (Freedman 1994, Goey 1995), carcinoma renal
inyectando la IL2 a través de la arteria renal (Hayakawa 1994), e incluso IL2 inhalada
en pacientes con neoplasia de pulmén (Huland 1994). En todos los casos la toxicidad ha
sido muy escasa y en algunas ocasiones los resultados clinicos han sido prometedores.

PERIEY

E. PROYECTO ACTUAL.

Partiendo de los antecedentes expuestos previamente, se ha realizado un estudio
prospectivo de tratamiento con IL2 en pacientes con alto riesgo de recidiva y en
situacion de "EMR". Se ha elegido una pauta de tratamiento subcutineo con dosis
intermedias de IL2, efectiva y bien tolerada segin estudios previos: 4,5x10° UI/d, 5 dias
por semana, durante un periodo de 90 dias. Se han seleccionado pacientes con neoplasia
de origen linfoide B, de los que un subgrupo como el linfoma folicular presentan un
marcador molecular de EMR (el reordenamiento del gen bcl-2), que puede ser detectado

mediante técnicas moleculares.
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Objetivos

Evaluar la tolerancia y seguridad del régimen de tratamiento con IL2 a dosis de
4,5x10° Ul/difa, 5 dias por semana durante 12 semanas consecutivas, administrada por
via subcutdnea, en pacientes con neoplasia linfoide en remisién pero con un alto

riesgo de recaida:

Evaluar los cambios inmunoldgicos que produce el tratamiento con IL2 a dosis de
4,5x10° Ul/dfa, 5 dfas por semana durante 12 semanas consecutivas, administrada por
via subcutdnea, en pacientes con neoplasia linfoide en remisién pero con un alto

riesgo de recaida:

Evaluar la eficacia de la inmunoterapia con IL2 a dosis de 4,5x10° Ul/dfa, 5 dias por
semana, adminisrada por via subcutdnea, respecto a la supervivencia libre de
enfermedad, en pacientes con neoplasia linfoide en remisién completa pero con alto

riesgo de recaida.
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Pacientes y Métodos

- I. PACIENTES

El ensayo se ha llevado a cabo en el Hospital Duran i Reynals (Ciutat Sanitaria y
Universitaria de Bellvitge), en el servicio de Hematologia Clinica, donde se tratan
pacientes adultos. Desde Enero de 1995 a Diciembre de 1996 se incluyeron en el estudio
15 pacientes consecutivos con neoplasia linfoide en remision completa tras tratamiento
convencional o trasplante de precursores hematopoyéticos, pero con alto riesgo de

recaida.
A. CRITERIOS DE INCLUSION

-Leucemia aguda linfoblistica (LLA): todos ellos se consideraron pacientes
con alto riesgo de recaida. o
-Linfoma no Hodgkin (LNH) de bajo grado: pacientes en remisién completa
pero con evidencia de enfermedad minima residual detectada por métodos

moleculares.

-Linfoma no Hodgkin de grado_intermedio: en 2?2 remisién completa o fase
posterior de la enfermedad. También se consideraron paéientes de alto riesgo de
recaida aquellos en 12 remisién completa con al menos 2 factores de mal
prondstico en el momento del diagnéstico (LDH sérica elevada, afectacion

extraganglionar, enfermedad voluminosa de mas de 10 cm).

-Linfoma no Hodgkin de alto grado: todos ellos se consideraron pacientes con

alto riesgo de recaida.
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-Linfoma de Hodgkin (LH): pacientes en estadios avanzados (III-IV) en 22
remision completa o fase posterior de la enfermedad. También se consideraron
pacientes de alto riesgo de recaida aquellos con estadios avanzados en 12
remision completa con al menos 2 factores de mal prondstico en el momento del
diagnéstico (sintomas B, afectacion extraganglionar, masa voluminosa de més de

10 cm)
B. CRITERIOS DE EXCLUSION

-Pacientes con evidencia clinica, radiografica o histologica de progresion de la
enfermedad de base.

-Pacientes con leucemias o linfomas de origen linfoide T por el posible riesgo de
estimular la cloﬁa tumoral.

-Pacientes que habian recibido previamente t;ré‘tamiento con IL2.

-Pacientes con enfermedad hepatica, renal o cardiaca severa segin los criterios
de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ().

-Pacientes con un indice de Karnofski < 70% (Karnofski 1948).

-Pacientes HIV positivos.

-Mujeres embarazadas.

C. BREVE DESCRIPCION DE CADA PACIENTE

Paciente n°1.

Varén de 44 aiios diagnosticado de LNH de bajo grado folicular estadio IV-A en Abril
de 1993. Tras 8 ciclos de quimioterapia tipo CHOP (ciclofosfamida, adriamicina,
vincristina y prednisona) y radioterapia sobre masa paravertebral, consigue remision
completa. Recae en noviembre de 1993, recibe quimioterapia tipo C-MOPP

(ciclofosfamida, vincristina, procarbacina y prednisona), consiguiendo una segunda
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remision completa, momento en que se practica TMO autélogo usando como

acondicionamiento ciclofosfamida e irradiacién corporal total.

Paciente n%2.

Mujer de 45 afios diagnosticada de LLA comiin en Junio de 1991. Recibe quimioterapia
tipo PETHEMA (ciclofosfamida, vincristina, daunorrubicina, asparraginasa, prednisona,
metotrexate), y radioterapia holocraneal consiguiendo remisién completa. Recae en
Diciembre de 1995, recibe quimioterapia de rescate tipo MECA (mitoxantrone,

etopdsido, carboplatino y arabinésido de citosina), y consigue una segunda remision.

Paciente n°3.

Varén de 15 afios diagnosticado en 1987 de LLA en otro hospital. Recibe varios
regimenes de quimioterapia consiguiendo diversas remisiones hasta Septiembre de 1994
en que consigue una 32 remision completa y es remitido a nuestro centro para TMO
alogénico. Recibe acondicionamiento con ciclofosfamida e irradiacién corporal total.
Tras un mes de aplasia el paciente se recupera con celularidad autdloga en remisién

completa.

Paciente n°4.

Mujer de 26 afios diagnosticada de LH estadio III-A en Abril de 1992 en otro centro.
Recibe 9 ciclos de quimioterpia tipo C-MOPP consiguiendo remision completa. Recae
en Junio de 1994, recibe tratamiento con 6 ciclos de quimioterapia tipo alternante C-
MOPP/ABVD (ciclofosfamida, vincristina, procarbacina, prednisona, adriamicina,
bleomicina, vinblastina y dacarbacina) con buena respuesta, pero con persistencia de
enfermedad retroperitoneal. La paciente se somete a TMO autdlogo recibiendo
acondicionamiento con ciclofosfamida e irradiacion corporal total, consiguiendo

remisién completa tras el trasplante.
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Paciente n°3.

Mujer de 48 afios diagnosticada de LNH folicular estadio III-A en Junio de 1989. Recibe
8 ciclos de quimioterapia tipo CHOP consiguiendo remisién completa. Recae en
Diciembre de 1994 en estadio IV, recibe 6 ciclos de quimioterapia tipo C-MOPP y

consigue una segunda remisién completa.

Paciente n°6.

Varén de 39 afios diagnosticado de LH IV-B en Octubre de 1991 en otro hospital.
Recibe varios regimenes de quimioterapia y radioterapia consiguiendo diversas
remisiones hasta Junio de 1995 en que consigue una 32 remision parcial y es remitido a
nuestro centro para TMO autélogo. Recibe acondicionamiento con CBV
(ciclofosfamida, BCNU y etopdsido). El paciente consigue remision completa tras el

trasplante.

Paciente n°7.

Varén de 34 afios diagnosticado en Agosto de 1994 de LH estadio IV-B con afectacion
pulmonar. Se realiz6 una neumonectomia derecha al diagnéstico por la sospecha de
carcinoma pulmonar. Recibié tratamiento con 6 ciclos de quimioterapia tipo Hibrido
(ciclofosfamida, vincristina, procarbacina, prednisona, adriamicina, bleomicina,
vimblastina), consiguiendo remision completa. La neumonectomia le excluyé como

candidato a TMO por afectacion de las pruebas funcionales respiratorias.

Paciente n°8.

Varén de 38 afios diagnosticado en Agosto de 1995 de LNH de célula grande estadio IV-
B con lesiones dseas liticas. Recibe 6 ciclos de quimioterapia tipo CHOP consiguiendo
remision parcial, persistiendo lesiones tumorales esplénicas y lesiones liticas en esqueleto
axial. Se practica TPHP tras acondicionamiento con BEAM (BCNU, etopésido,
arabindsido de citosina y melfalan). Tras el trasplante solo persistian las lesiones liticas

residuales.
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Paciente n°9.

Varén de 31 afios diagnosticado en Marzo de 1989 de LH estadio III-A. Tras 6 ciclos de
quimioterapia tipo C-MOPP consigue remision completa. Recae a los 3 afios, recibe
tratamiento con quimioterapia tipo ABVD y radioterapia local sobre enfermedad
voluminosa en cabeza de pancreas, y tras una segunda recaida se somete a un TMO
autélogo acondiciondndose con busulfan, melfalan y thiotepa. Recae de nuevo al afio del
trasplante, tras 4 ciclos de quimioterapia tipo CEP (CCNU, etopésido y prednisona)

vuelve a conseguir remisiéon completa.

Paciente n°10.

Mujer de 63 ailos diagnosticada en Septiembre de 1994 de LNH folicular estadio IV-A.
Recibe 6 ciclos de quimioterapia tipo C-MOPP consiguiendo remisién completa pero
con minima infiltracion medular detectada por métodos moleculares.

Paciente n°l11.

Mujer de 19 afios diagnosticada de LLA en Agosto de 1995. Tras fracasar a la primera
linea de tratamiento con quimioterapia tipo PETHEMA, consigue remisién completa con
una quimioterapia de segunda linea tipo MECA. Es sometida entonces a TMO autélogo,

recibiendo acondicionamiento con ciclofosfamida e irradiacién corporal total.

Paciente n°12.

Varén de 52 aflos diagnosticado en Junio de 1992 de LNH de célula grande estadio III-
B. Consigue una primera remisién completa con 8 ciclos de CHOP, pero recae en
diversas ocasiones, siempre manteniendo la médula Osea sana, hasta que tras una 4°
remisién se somete a un TPHP autdlogo acondicionindose con ciclofosfamida e

irradiacién corporal total.
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Paciente n°13.

Varén de 56 afios diagnosticado en Septiembre de 1994 de LNH de célula grande estadio
IV-A. Tras una segunda remisién completa después de recibir tratamiento con
quimioterapia tipo CHOP y tipo MEP (mitoxantrone, etopésido y prednisona), se
somete a TPHP autdlogo. A los 6 meses post trasplante vuelve a recaer y consigue una
32 remisién tras quimioterapia tipo Standford (ciclofosfamida, VP-16, procarbacina y

prednisona).

Paciente n°14.

Varén de 57 afios diagnosticado en Julio de 1991 de LNH de célula grande estadio III-
A. Tras 6 ciclos de quimioterapia tipo CHOP consigue remisién completa. Recae 3 afios
después, y con tratamiento con quimioterapia de segunda linea tipo Standford consigue

una segunda remision.

Paciente n°15.

Varén de 32 afios diagnosticado en Julio de 1995 de LH estadio IV-B. Tras recibir
tratamiento con 6 ciclos de quimioterapia tipo Hibrido consigue remisién parcial. Se
somete a TPHP autdlogo tras acondicionamiento con ciclofosfamida e irradiacién

corporal total, tras lo cual consigue remisién completa.
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II. TRATAMIENTO CON IL2

El protocolo de tratamiento con IL2 fue aprobado por el Comité Etico de la Ciutat
Sanitaria y Universitaria de Bellvitge y por el Ministerio de Sanidad. De todos los
pacientes se obtuvo consentimiento informado. Se elaboré un cuaderno de recogida de

datos (ver apéndice).

El tratamiento con IL2 se comenzé lo mas precozmente posible tras el tratamiento con
quimioterapia o el TMO, tan pronto como los pacientes cumplian las siguientes
condiciones:
-Tener més de 1x10°/1 granulocitos y mas de 30x10°/1 plaquetas sin soporte
trasfusional
-Encontrarse afebril sin estar recibiendo antibiéticos 0 tratamiento antifiingico,
con excepcidn del tratamiento profilactico. |
-Presentar toxicidad cardiaca, pulmonar, neuroldgica, renal, hepética o
gastrointestinal secundaria a la quimioterapia y la radioterapia inferior al grado II
segun criterios de la OMS().
-No recibir esteroides, pentoxifilina o factores de crecimiento desde al menos 10

dias antes al comienzo del tratamiento con [L2.

Se utiliz6 IL2 recombinante humana (Proleukin , EuroCetus Corporation, Amsterdam,
The Netherlands). La actividad de la IL2 se expresa en unidades internacionales: 1,1 mg

de 112 contiene 18x10° UI de actividad.

El régimen de tratamiento consistié en administrar dosis de 4,5x106 Ul al dia, de lunes a

viernes, durante 12 semanas consecutivas, por via subcutinea, en régimen ambulatorio.

Las dosis de IL2 se modificaron segin la toxicidad que presentaran los pacientes. Si

aparecia toxicidad grado III (o toxicidad grado II cardiaca o neuroldgica) se debia
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reducir la dosis al 50%, si no se volvia a una situacion basal 0 a una toxicidad grado I se
debia suspender la IL2 hasta alcanzar la situacion basal o la toxicidad grado I. Entonces
la IL2 era administrada de nuevo al 50% de la dosis inicial. Si volvia a aparecer
toxicidad grado III se suspendia la IL2 y el paciente era retirado del estudio. En
pacientes con toxicidad grado IV o toxicidad grado III neuroldgica o cardiaca se tenfa

que suspender el tratamiento con IL2 y retirarlos del estudio.

Se realizaron controles clinicos completos previamente al inicio de la IL2, y, durante el
periodo de tratamiento semanalmente o cada 15 dias, seglin las necesidades de cada
caso. En dichas visitas se evaluaban los sintomas, se hacia una exploracién fisica
completa del paciente, y se realizaba un hemograma completo con recuento leucocitario
y plaquetar, asi como un estudio bioquimico los iones séricos, de la funcién renal, y de
la funcion hepética. Tras la supresion de la IL2, se hicieron seguimientos mensuales o

trimestrales segln las necesidades en cada caso.

47



Pacientes y Métodos

II1. ESTUDIOS ANALITICOS

El hemograma completo se realizé6 automdticamente mediante un analizador Cobas
Argos (Roche). Se realizaron extensiones de sangre periférica tefiidas con May-

Griinwald-Giemsa, que eran revisadas manualmente por un hematdlogo.

Las pruebas bioquimicas consistieron en la determinacién de: urea, creatinina,
transaminasas, gamma-glutamiltransferasa, fosfatasa alcalina, protefnas totales,
albumina, sodio, potasio, calcio, uratos, glucemia, y LDH, mediante un analizador

automdtico 747 de Hitachi, utilizando los reactivos de Boehringer Manhein.

IV. FENOTIPO Y ACTIVIDAD CITOTOXICA

A. OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEADAS (CMN)

Se recogieron 15 ml de sangre heparinizada de todos los pacientes incluidos en el
protocolo antes de comenzar el tratamiento con IL2, y, posteriormente cada 2 semanas

hasta completar el tratamiento.

Paralelamente se obtuvieron muestras de sangre heparinizada de donantes sanos
procedentes del Banco de Sangre de la Ciudad Sanitaria y Universitaria de Bellvitge. Se
estudiaron un total de 43 donantes sanos. Los resultados obtenidos en cada prueba se

utilizaron para compararlos con los resultados obtenidos por los pacientes.

Para obtener CMN se centrifugé la sangre completa 5 minutos a 1500 rpm y se extrajo
el plasma que quedaba como sobrenadante. El concentrado celular se diluy6 en PBS en
proporcién 1:4 (v:v). La obtenciéon de CMN se basé en las diferencias de densidad que
presentan los diferentes tipos de células sanguineas: los eritrocitos de aproximadamente
1,090 gr/ml, los granulocitos 1,080 gr/ml y las CMN 1,070 gr/ml (Boyum 1968). Para
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la purificacién de estas ultimas se utiliz6 la centrifugacion en un gradiente de densidad
de 1,077 gr/ml (Ficoll-Paque, Pharmacia LKB, Piscataway, NJ, USA), y se recogio la
banda de células que quedaba inmediatamente por encima del gradiente. La viabilidad

celular se determind por la tincién vital de azul de trypan, y fue superior al 98%.
B. ANALISIS FENOTIPICO

Para determinar el fenotipo de las poblaciones de CMN se analizé la presencia de
antigenos de membrana especificos utilizando fluorescencia directa. Para cada
determinacion se lavaron 5x10° CMN con una solucién de PBA-azida: PBS + 1% p/v
de albiimina de suero bovino (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) + 0,1% p/v
de azida sodica (Merck, Darmstadt, Germany). Una vez lavadas, las células se
incubaron con anticuerpos monoclonales de las diferentes moléculas de superficie
conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC)., 'f\'lcoeritrina (PE) o proteina clorifil-
perinidina (PerCP), en PBA-azida, durante 20 minutos, a 25°C en la oscuridad.
Posteriormente las muestras se lavaron dos veces con PBA-azida. Para lisar los
eritrocitos que pudieran quedar, se incub6 la muestra de CMN con una solucidén de lisis

(Optilyse, Immunotech, Marseille, France) durante 5 minutos.

Las IgG,-FITC, IgG,,-PE, e IgG,-PerCP se utilizaron como control de la fluorescencia
inespecifica (Simultest Control, Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA). Las células
(al menos 10% se analizaron eligiendo la ventana de los linfocitos mediante citometria de
flujo (EPICS ELITE, Izasa-Coulter) con laser de Argén de 488 nm. El anilisis de los
datos se realiz6 mediante el software del citometro EPICS ELITE.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales conjugados con PE o FITC: anti
LFA-3 o CD2-FITC (Izasa-Coulter, Madrid, Spain), CD8-PE (Beckton Dickinson, San
Jose, CA, USA), anti receptor Fc-IgG o CD16-FITC (Beckton Dickinson, San Jose,
CA, USA), anti N-CAM o CD56-PE (Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA)‘, CD69-
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PE (Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA), CD71-FITC (Beckton Dickinson, San
Jose, CA, USA), HLA-DR-PE (Immunotech, Marseille, France), cadena o del receptor
de la IL2 o CD25-PE (Beckton Dickinson, San Jose, CA, USA), CD11a-FITC (Beckton
Dickinson, San Jose, CA, USA), cadena 3 del receptor de la IL2, p75 o CDI122
(Endogen).

Se utilizaron los siguientes dobles conjugados PE/FITC: CD14-PE /CD45-FITC (lzasa-
Coulter, Madrid, Spain), anti linfocito T helper o CD4-PE/ anti linfocito T citot6xico o
CD8-FITC (Izasa-Coulter, Madrid, Spain), CD19-PE/CD2-FITC (Immunotech,

Marseille, France).

Finalmente para realizar andlisis multidimensionales con triple marcaje se utilizd el

anticuerpo monoclonal CD3-PerCP (Beckton Dickins_on, San Jose, CA, USA).
C. ACTIVIDAD CITOTOXICA CELULAR
Cl. ACTIVIDAD NK

Se ha valorado mediante el método de liberacién de *'Cromo radiactivo (Cr*) en 4
horas. Se sembraron triplicados de CMN efectoras con las siguientes cantidades de
células: 4x10°, 2x10°, 1x10°, 5x10%, 2,5x10*, 1,25x10", diluidas en 100 pl de medio de
cultivo: RPMI 1640 (Biological Industries, Kibbutz Beth Haemek, Israel) + L-
Glutamina 2mM (Flow) + Piruvato sédico 1mM (Flow) + Penicilina 100 Ul (Eurobio)
+ Sulfato de Estreptomicina 10 pg/ml (Eurobio) + Suero Bovino Fetal 10% (Biological
Industries). Se utiliz6 una placa de 96 pocillos de base redonda (Costar). Como célula
diana se utilizo la linea celular K562 sensible a la actividad NK. Se incubaron 4x10°
células K562 con 200 pCi de °'Cr* (200 pCi de Na,”'Cr*O,, con una actividad
especifica de 11342 MBq/mg, Megdenix Diagnostic, Fleurus, Belgium), durante 1 hora
a 37°C en una atmosfera de humedad saturante y con presion de CO, constante al 5%.
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Posteriormente se lavaron con PBS y se dejaron liberando *ICr* durante 45 minutos,
para después volver a lavar con PBS y por iltimo resuspenderse en medio de cultivo.
Estas células diana marcadas se sembraron junto con las células efectoras a una
concentracién de 2x10%/100ul/pocillo, dando lugar a diferentes cocientes de células
efectoras (CMN)/células diana (K562) que iban desde 20:1 a 0,62:1. La placa se incubd
durante 4 horas a 37°C en un ambiente con CO, al 5%. La liberacién esponténeé de
Sice* (Ls) se determind incubando las células diana con 100 pl de medio de cultivo, y la
liberacién méxima (Lm) se determiné aiiadiendo 100 pl de SDS al 0,1% a las células
diana para romperlas. Tras la incubacion se centrifugd la placa durante 5 minutos a 1500
rpm y se extrajeron 100 ul del sobrenadante de cada pocillo. La cantidad de >'Cr*
liberado en cada alicuota o liberacién del test (Lt) se valoré en un contador gamma
(1261 Multigamma, LKB-Wallac). La liberacion especifica (Le) expresada en porcentaje

se calculé como la media de los triplicados, segiin la siguiente férmula:

Liberacion del test (Lt) - Liberacion espontanea (Le)

Liberacién especifica (Le) (%) =

Liberacién méaxima (Lm) - Liberacion espontdnea (Le)

La actividad NK se expresd en unidades liticas (UL)/ 10° células efectoras (CMN), a
partir de la férmula descrita por Davidson (Davidson 1977), que define una UL como la
capaz de causar la lisis especifica de una célula diana durante 4 horas de incubacién.

La UL se calcularon a partir de la siguiente ecuacion:

nimero de células diana

UL/10°CMN = - In (1-Le) x

numero de células efectoras
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Los resultados son expresados en UL/ml de sangre en vez de en UL/ 10° CMN para

expresar mejor el nivel de citotoxicidad sistémica.
C2. ACTIVIDAD LAK

La metodologia utiliza fue la misma que la ya referida para determinar actividad NK,

con las siguientes diferencias:

-Las células diana utilizadas fueron de la linea celular Raji, resistente a la actividad NK.
10" células Raji diana se marcaron con ICr* en las condiciones descritas con

anterioridad.

-Para determinar la actividad LAK efectora (LAKe, aquella propia de las CMN de cada
paciente en un momento dado), se sembraron 100 ul ‘de células efectoras (CMN) en las
concentraciones descritas previamente por triplicado, 50 pl de 2x10* células Raji y S0 ul

de medio de cultivo para mantener el volumen final de 200 pl.

-Para determinar la actividad LAK precursora (LAKp, actividad LAK que desarrollan
las CMN de los pacientes tras su estimulacién con IL2 in vitro), se sembraron 100 pl de
células efectoras (CMN) en las concentraciones descritas previamente por triplicado, y
50 ul de IL2 a una concentracién de 300 U/ml. Las placas se incubaron durante 72 horas
a37°C y 5% de CO,, después de lo cual se afiadié a cada pocillo 50 ul de 2x10* células
diana Raji.

La actividad LAKe y LAKp se calcularon mediante las férmulas descritas previamente.
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V. NIVELES DEL RECEPTOR SOLUBLE DE LA IL2 Y DE
DISTINTAS CITOQUINAS

Se recogieron 10 ml de sangre coagulada, que fueron centrifugados a 2000 rpm durante
5 minutos. Se recogio el suero del sobrenadante y se guardaron alicuotas congeladas a

-70°C.

Los niveles séricos del receptor soluble de la IL2 (SRIL2), IL4, IL6, IFN-y, TNF-a y

TGF-B se cuantificaron mediante enzimoinmunoensayo (E.L.1.S.A.) especifico (Biotrak,
Amersham, Little Chalfont Buckinghamshire, England), segiin las instrucciones del

fabricante. Se estudiaron dos diluciones de cada muestra.

El dintel de sensibilidad de deteccién del SRIL2 fue de 200 pg/ml. La sensibilidad de
deteccion de las distintas citoquinas fue: para la IL4 de 2 pg/ml, para la IL6 de 1

pg/ml, para el IFN-y de 2 pg/ml, para el TNF-a de S pg/ml y para el TGF-$ de 4
pg/ml.
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VI. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

La mayoria de los pacientes con linfoma folicular tienen un marcador molecular de
enfermedad minima residual (EMR). Para su deteccion se utilizaron células de médula
6sea de los pacientes, y se aplicd la técnica de la PCR para amplificar la regién de la

translocacion entre el gen bcl-2 y la cadena pesada de las inmunoglobulinas (JH) .

Para esta Ampliﬁcacién, se utilizaron dos juegos distintos de oligonucledtidos cebadores
suministrados con el equipo comercial “TransPrimers " (Calbiochem, Oncogene
Resesarch Products). El primero de ellos (MBR1/JH1) es capaz de amplificar el 90% de
las transiocacionés que tienen lugar en la regién MBR (regi6n de rotura mayor o “major
breakpoint region”) del gen bcl-2. El segundo juego de primers (MCR1/JH1) amplifica
las translocaciones en las que el punto de ruptura gie} gen bcl-2 se sitiia en una regién
denominada MCR (region de rotura menor o “minor cluster region”), donde se localiza
una menor proporcién de rupturas. El cebador utilizado para la amplificacién que
reconoce la zona JH es comiin en ambos casos, dado que las rupturas en el gen de la

cadena pesada de las inmunoglobulinas suele tener lugar en la misma zona.

Como controles de la reaccion de PCR se analizaron paralelamente DNA procedente de
muestras de sangre periférica de donantes sanos como controles negativos, y DNA
procedente de lineas celulares como controles positivos para las translocaciones en la
zona MCR y MBR. Finalmente, en cada reaccion se procesaba un tubo en el que no se
introducia DNA, como control negativo de la reaccién, para asegurar la ausencia de

contaminaciones durante todo el procedimiento.

La reacciéon de PCR se realizé siguiendo las indicaciones que acompafan al equipo
comercial de oligonucleétidos. Una vez amplificadas las muestras se analizaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% y posteriormente se transfirieron a una

membrana de nylon para ser hibridadas con oligonucledtidos especificos de las zonas
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MBR (sonda MBR2) y MCR (sonda MCR2) marcados radioactivamente, que eran

suministrados en el equipo comercial.
El limite de deteccién de esta técnica, evaluado mediante diluciones de la linea celular

Karpas en CMN de donante sano, es de una célula portadora de la translocacién entre

10° de células normales.
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VII. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis descriptivo de los datos se ha expresado como medias, medianas e intervalos
de confianza del 95% para las variables de naturaleza cuantitativa, y como porcentajes

para cada categoria de las variables cualitativas.

En todo el trabajo se han considerado estadisticamente significativos los valores de p

inferiores a 0,05.

Para determinar si los cambios que se producian en ciertas variables durante el
tratamiento con IL2 eran estadisticamente significativos y si seguian una tendencia
determinada, se ha utilizado el andlisis de la varianza para miiltiples medidas repetidas
(MANOVA). Cuando en alguna ocasion no se pudo d?terminar la actividad citot6xica en
algin paciente en un momento del tratamiento por contaminacioén de las células diana,
para poder realizar el test estadistico se interpolé el valor obtenido de la media entre el
valor anterior y el posterior. Dada la dispersion y la asimetria en la distribucién de las
variables, el test se ha aplicado utilizando sus valores logaritmicos, excepto en la

variable LAKe debido a la existencia de valores iguales a cero.

En aquellos casos en que las variables no seguian ninguna tendencia en funcién del
tiempo, se han comparado los valores medios previos al tratamiento con los valores
medios durante el tratamiento, mediante el test no paramétrico bivariado para muestras

dependientes de Wilcoxon.
La comparacion de las variables de los pacientes antes de comenzar el tratamiento con

los controles normales se realizd mediante el test no paramétrico para muestras

independientes U de Mann-Whitney.
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Para estudiar las correlaciones entre las distintas variables se ha hecho la media de las
diferentes mediciones de cada variable para cada paciente y se ha analizado mediante el
coeficiente de correlacién de Pearson para variables continuas. Las representaciones
grificas se han realizado estandarizando los valores de las variables, restando a cada

valor la media y dividiendola entre la desviaciOn estandar.

Con la intencién de conocer si en algin grupo de pacientes la IL2 producia una mayor
inmunomodulacion que en otros, se ha estudiado la actividlad LAKe en funcién de
determinadas caracteristicas de los pacientes. Se creé una variable consistente en la
diferencia entre la actividad LAKe a la 8 semana de tratamiento (momento en que ya se
habfa alcanzado un “plateau” en sus niveles) menos la actividad LAKe previa al
tratamiento, y se busco si existia alguna diferencia entre la magnitud del incremento de
actividad LAKe segin el sexo, la edad, la enfermedad de base, el nimero de remisién,
haber sido sometido a TMO y la precocidad del 'i,nicio del tratamiento. El analisis
estadistico se realiz6 mediante el test no paramétrico para muestras independientes U de

Mann-Whitney.

Aunque la toxicidad no es un factor predictivo de respuesta inmunomoduladora, se
analiz6 si la severidad de la toxicidad se asociaba con una mayor actividad citotdxica. Se
utili26 un sistema de puntuacion para tratar de cuantificar la toxicidad, adjudicando a
cada efecto toxico una puntuacion del 1 al 4 segiin los grados de toxicidad de la OMS, y
sumando todos los que iban apareciendo en cada paciente. Por ejemplo, si un paciente
tenia una toxicidad hepética grado 2, se le adjudicaba un 2, y si adem4s tenia una astenia
grado 1 se le adjudicaba un 1, se sumaban ambas toxicidades, y se consideraba que la
puntuacion de toxicidad de este paciente era de 3. El andlisis estadistico se realizd

mediante el test no paramétrico para muestras independientes U de Mann-Whitney.

El efecto del tratamiento con IL2 sobre la supervivencia libre de enfermedad se evalud

en los 14 pacientes que completaron el tratamiento. La comparacion se ha hecho con un
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grupo de pacientes controles, caracterizados por tener la misma enfermedad de base y
estar en remisién completa con alto riesgo de recaida, pero que no habfan recibido IL2.
El tiefnpo de recaida se considerd desde la fecha de la ultima quimioterapia recibida, por
lo tanto, s6lo se seleccionaron controles que no hubieran recaido en los tres primeros
meses tras la dltima quimioterapia, para que hubieran podido recibir tratamiento con
IL2. El grupo control histérico que cumplia las caracteristicas antes citadas fue de 22
pacientes. Teniendo en cuenta que en este grupo control el seguimiento era mds
prolongado que en los pacientes tratados con IL2, se realizaron las comparaciones
limitando el tiempo de seguimiento a 2 afios, dado que este ha sido el tiempo maximo de
seguimiento de los casos. Para evaluar si las dos poblaciones eran comparables, se
utilizaron tablas de contingencia y se compararon mediante el test de chi-cuadrado
(estadistico de Pearson). Las curvas de supervivencia libre de enfermedad se
construyeron mediante el método de Kaplan-Meier. Para el andlisis estadistico de la
diferencia de supervivencia se utilizaron las pruebé.é de contraste: log-rank, Breslow y

Tarone-Ware.

58



RESULTADOS



Resultados

I. TOLERANCIA Y SEGURIDAD DEL REGIMEN DE
TRATAMIENTO EMPLEADO

A. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION.

Durante un periodo de 2 afios fueron incluidos en el presente estudio 15 enfermos con

neoplasia linfoide en remision pero con alto riesgo de recaida (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion.

Caso Edad Sexo Enfermedad de base T™O
1 44 \Y% LNH - 22RC SI
2 45 M LLA - 22RC NO
3 15 \Y LLA - 32RC SI
4 26 M LH -  29RC SI
5 48 M LNH - 22RC NO
6 39 \% LH - 33RC SI
7 34 \Y LH - 1?RC NO
8 38 \Y% LNH - 1?RC SI
9 31 A" LH - 42RC NO
10 63 M LNH - 12RC NO
11 19 M LLA - 12RC SI
12 52 \Y% LNH - 42RC SI
13 56 \Y LNH - 32RC NO
14 57 v LNH - 22RC NO
15 32 A% LH - 12RC SI

RC: remisién completa

La edad media de la poblacion fue de 39 afios (rango: 15-63), 10 eran hombres y 5 mujeres.
Siete de ellos estaban diagnosticados de LNH (47%), S de LH (33%) y 3 de LLA-B (20%).
Siete enfermos (47 %) se habian sometido a TMO o a TPHP. Once enfermos (73 %) estaban
en segunda o posteriores remisiones. El tiempo medio entre el final de la quimioterapia (o
del acondicionamiento en los pacientes sometidos a TMO o a TPHP) y el comienzo de la

IL2 fue de 89 dias (rango: 22-210).
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B. TOXICIDAD

Ningiin enfermo precisé ingreso durante el periodo de tratamiento. Todos los pacientes
completaron el régimen terapéutico excepto el paciente n°13, en el que hubo de suspenderse
durante la cuarta semana debido a que se objetivo progresion de la enfermedad. Las dosis
se tuvieron que reducir al 50% en 4 enfermos (26%) por toxicidad grado III, en el paciente
n°6 por toxicidad hematolégica (trombopenia) y hepdtica (colostasis), y en los enfermos

n°10, n°11 y n°15 por astenia intensa y disminucién del indice de Karnofski hasta el 70%.

Todos los pacientes presentaron reaccion cutdnea local en el lugar de la inyeccién. Esta
reaccién local consistié en una tumefaccién con un 4rea media de 4,5 cm de didmetro (2-10
cm) con signos inflamatorios: calor, rubor y dolor, de 3 a 4 dias de duraci6n. En algunos
pacientes persistié un nédulo subcutineo no doloroso que desaparecié lentamente en los

meses siguientes.

En 2 pacientes (n°9 y n°l11) aparecié una pequefia banda monoclonal IgG durante el

tratamiento que desaparecié al concluirlo.

El paciente n°8 desarrollé una artritis bilateral en ambas muifiecas, con radiografias

normales, que se resolvid con tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos.

Ningin paciente desarrolld toxicidad grado IV de ningin tipo. Tampoco desarrollaron

toxicidad cardiaca ni neuroldgica (Tabla 2).

Tres pacientes (n°7, n°11 y n°l5) desarrollaron una infeccién respiratoria (bronquitis
aguda) durante el tratamiento, que fue tratada con antibidticos orales, experimentando buena
evolucion sin precisar ingreso hospitalario. De estos 3 pacientes, 2 habian sido sometidos a
TMO vy tenfan un alto riesgo de infecciones ya que se encontraban en los 100 primeros dias

tras el trasplante, y el tercero habia sido sometido a una neumonectomia derecha antes de
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comenzar el tratamiento con IL2, y ya tenia historia previa de infecciones respiratorias de

repeticion.

Tabla 2. Pacientes que presentaron efectos téxicos clinicos.

Grado de la OMS

n (%) I I I v
Astenia 14 (93) 9 2 3 -
Fiebre 11 (73) 3 8 - -
Néuseas/VOmitos 5(33) 5 - - -
Diarreas 2 (13) 2 - - -
Rash 4 (27) 4 - - -
Dolor articular 4 27) 4 - - -
Infeccion 3 (20) - 3 - -
Hemorragia 0 0 - - - -
Disnea 0 © - - - -
Cambios peso 0 (0 - - - -
Arritmia 0 © - = - -
Insuf. cardiaca 0 (0) - - - -
Hipotensién 0 (0 - - - -
Convulsiones 0 O - - - -

Las complicaciones analiticas se muestran en la tabla 3. Como puede observarse, ningiin

paciente desarrolld toxicidad renal.

Tabla 3. Pacientes que presentaron trastornos analiticos.

Grado de la OMS

n (%) I I I v
Plaquetopenia 8 (53) 2 5 1 -
Leucopenia 3 (20) 1 2 - -
Anemia 3 (20) 3 - - -
Transaminasas elevadas 8 (53) 6 2 - -
GGT* elevada 8 (53) 4 4 - -
Fosf. alcalina elevada 5 (33) 4 - 1 -
Bilirrubina elevada 1 () 1 - - -
Creatinina elevada 0 © - - - -
Urea elevada 0 (0 - - - -

*GGT: gamma-glutamiltransferasa
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El maximo descenso en el indice de Karnofski de los pacientes atribuible a la IL2 se

detalla en la Tabla 4.

Tabla 4. Indice de Karnofski

Karnofski n (%)
70% 3 (20)
80% 2 (13)
90 % 9 (60)
100% 1
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II. EFECTOS BIOLOGICOS

A. CAMBIOS EN EL RECUENTO LEUCOCITARIO

Durante el tratamiento se producen una serie de cambios en las poblaciones leucocitarias.
Al. LINFOCITOS

Los cambios en el nimero de linfocitos se pueden observar en la Figura 1. El nimero de
linfocitos aumenta ligeramente durante el primer mes de tratamiento, pasando de 1,4x10°/1 a
1,9x10°/1, y después va disminuyendo hasta llegar a cifras de 1,2x10°11, que son ligeramente
inferiores a las previas al inicio del tratamiento. Estos cambios que se producen a lo largo

del tratamiento no son estadisticamente significativos (p=0,6).

Figura 1. Evolucién en el niimero de linfocitos durante el tratamiento con IL2. Los resultados son
los valores medios de los pacientes con un intervalo de confianza del 95%.
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En la Figura 2 se observa que el nimero de linfocitos de los pacientes antes de comenzar el
tratamiento es menor que la cifra de linfocitos de los controles normales, pero se encuentra

dentro del intervalo de la normalidad (1,2x10°/1 a 3,4x10°/1).
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Figura 2. Comparacién de la cifra de linfocitos entre los pacientes que recibieron
tratamiento con IL2 y con la de los controles normales no tratados (el valor de los
controles normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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A2. EOSINOFILOS

La cifra de eosinéfilos aumentd en 13 de los 15 enfermos (este fenémeno no fue observado
en los pacientes n°S y n°6). En la Figura 3 se observa como el niimero de eosinéfilos se
incrementa durante el primer mes de tratamiento, pasando de 0,16x10°/1 a 1x10°/1, yalo
largo del tratamiento se mantiene por encima de las valores iniciales, alrededor de 0,6x10°/1.
Los cambios de la cifra de eosinéfilos durante el periodo de tratamiento son estadisticamente
significativos (p=0,009), y siguen una tendencia cuadrética (p=0,001), es decir aumentan

durante el primer mes y alcanzan un “plateau” durante el tratamiento.
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Figura 3. Evolucién del mimero de eosindfilos durante el tratamiento con IL2. Los
resultados se expresan como la media del recuento de eosinéfilos de los pacientes, con un
intervalo de confianza del 95%.
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Las cifras de eosindfilos de los pacientes previas al tratamiento estdn en el rango de la

normalidad (Figura 4).

Figura 4. Comparaciéon de la cifra de eosinéfilos entre los pacientes que recibieron
tratamiento con IL2 y los controles normales no tratados (el valor de los controles
normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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B. CAMBIOS EN LA ACTIVIDAD CITOTOXICA
Bl. ACTIVIDAD NK

La actividad citotoxica NK aumentd durante el tratamiento con IL2 en 12 de los 15
enfermos (el aumento no se observé en los pacientes n°S, n°6, y n°8). El valor medio
previo al tratamiento es de 37 UL/ml, y va aumentando hasta llegar a valores de 130 UL/ml
a partir del primer mes y medio (Figura 5). Los cambios en la actividad NK analizados
globalmente no son significativos (p=0,09), sin embargo la media de los valores durante el
tratamiento son estadisticamente significativos respecto a los de antes de comenzarlo
(p=0,003).

Los controles no tratados tienen una actividad NK basal de 79 UL/ml, significativamente

mayor que la de los pacientes antes de comenzar el tratamiento (p=0,008) (Figura 6).

Figura 5. Evolucién de la actividad citotéoxica NK durante el tratamiento con IL2. Los
resultados expresan la media de actividlad NK de los pacientes con un intervalo de
confianza del 95%.
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Figura 6. Comparacién de la actividad citotéxica NK entre los pacientes que recibieron
tratamiento con IL2 y los controles normales no tratados (el valor de los controles
normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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B2. ACTIVIDAD LAKe

La actividad LAKe se genera en todos los pacientes. Esta actividad citotdxica es la que cada
paciente desarrolla tras la estimulacion con la IL2, es la actividad citot6xica "efectiva”. La
actividad LAKe previa a comenzar el tratamiento es practicamente inexistente (6 UL/ml), va
subiendo durante el tratamiento hasta alcanzar unos valores estables de alrededor de 80
UL/ml, a partir del primer mes (Figura 7). La actividad LAKe aumenta durante el primer
mes y después alcanza un “plateau” mientras dura el tratamiento. Estos cambios son
significativos (p=0,016), y siguen de forma estadisticamente significativa un modelo de

tendencia cuadratica (p=0,007).

AR
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Figura 7. Evolucién de la actividad citotéxica LAKe durante el tratamiento con IL2. Los
resultados expresan la media de actividad LAKe de los pacientes con un intervalo de
confianza del 95%.
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La actividad LAKe précticamente desaparece al cabo de un mes tras la supresién del
tratamiento con IL2 (12 UL/ml) (Figura 8). No hay diferencias significativas entre la

actividad LAKe de los pacientes antes de iniciar el tratamiento y la de los controles no

tratados (3 UL/ml) (p=0,08), como se observa en la Figura 8.

Figura 8. Comparacién de la actividad citotéxica LAKe entre los pacientes que recibieron
tratamiento con IL2 y los controles normales no tratados (el valor de los controles
normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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B3. ACTIVIDAD LAKp

La actividad LAKp es aquella actividad citotéxica que ain se puede estimular con IL2 in
vitro. Es decir, aunque en los pacientes se estimula actividlad LAK in vivo, sus células
todavia son capaces de ser estimuladas in vitro. La actividad LAKp aumenta en 13 de los 14
enfermos evaluables durante el tratamiento con IL2 (no lo hace en el paciente n°6). La
actividad LAKp pasa de 56 UL/ml previa al tratamiento, a 363 UL/ml durante el primer
mes, aunque estos valores tienen una gran dispersion. En el segundo y tercer mes se
estabiliza en cifras de alrededor de 220 UL/ml (Figura 9). Los cambios a lo largo del
tratamiento son significativos (p=0,02), y se ajustan a un modelo de tendencia cuadratica

(p=0,004).

Figura 9. Evolucion de la actividad citotéxica LAKp durante el tratamiento con IL2. Los
resultados expresan la media de actividad LAKp de. los pacientes con un intervalo de
confianza del 95%.
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La actividad LAKp en los controles normales no tratados (110 UL/ml) es mayor que en los

pacientes antes de comenzar el tratamiento (p=0,001) (Figura 10).

Figura 10. Comparacion de la actividad citotéxica LAKp entre los pacientes que recibieron
tratamiento con IL2 y los controles normales no tratados (el valor de los controles
normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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C. CAMBIOS EN EL FENOTIPO LINFOCITARIO

C1. LINFOCITOS ACTIVADOS

E! niimero de linfocitos T CD3+ que ademés expresen HLA-DR (linfocitos T activados) no

se modifica con el tratamiento de manera significativa (p=0,18), se mantiene alrededor de

0,02x10°/1 como se muestra en la Figura 11. La cifra no muestra diferencias significativas

con las de los controles no tratados (p=0,8) (Figura 12).

Figura 11. Ndmero de linfocitos que expresan CD3+/HLA-DR+ durante el tratamiento
con IL2. Los resultados expresan la media de los pacientes con un intervalo de confianza

del 95%.
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Figura 12. Comparacién del numero de linfocitos que expresan CD3+/HLA-DR+ entre
los pacientes que recibieron tratamiento con IL2 y los controles normales no tratados (el
valor de los controles normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del
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C2. LINFOCITOS T HELPER
Los linfocitos que expresan CD4 (linfocitos T helper) disminuyen ligeramente durante el

tratamiento con IL2, pasan de 0,34x 10°/1 a 0,17x10°/1. Este cambio durante el tratamiento

no es estadisticamente significativo (p=0,5) (Figura 13).
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Figura 13. Nimero de linfocitos que expresan CD4 durante el tratamiento con IL2. Los
resultados expresan la media con un intervalo de confianza del 95%.
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El nimero de linfocitos CD4 es significativamente menor en los pacientes antes de

comenzar el tratamiento que en los controles no tratados (p=0,0000) (Figura 14).

Figura 14. Comparacién del numero de linfocitos que expresan CD4 entre los pacientes
que recibieron tratamiento con IL2 y los controles normales no tratados (el valor de los
controles normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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C3. LINFOCITOS T CITOTOXICOS

Los linfocitos que expresan CD8 (linfocitos T citotoxicos) no cambian de forma significativa

durante el tratamiento (alrededor de O,8x109/l) (p=0,5) (Figura 15).

Figura 15. Niimero de linfocitos que expresan CD8 durante el tratamiento con IL2. Los
resultados expresan la media con un intervalo de confianza del 95%.
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En nameros absolutos los linfocitos CD8 de los pacientes no difieren de los de los controles
no tratados (p=0,25) (Figura 16), pero si en porcentaje, que es significativamente mayor en

los pacientes que en los controles: 50% versus 27% respectivamente (p =0,0000).
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Figura 16. Comparacién del niimero de linfocitos que expresan CD8 entre los pacientes
que recibieron tratamiento con IL2 y los controles normales no tratados (el valor de los
controles normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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El nimero de linfocitos que ademais de expresar 'CD8 expresan CDl11a (LFA) como
marcador de activacién aumenta de 0,6x10°/1 a 0,85x10°/1, y durante el ultimo mes de
tratamiento vuelve a los valores iniciales (Figura 17). Estas diferencias no son

estadisticamente significativas (p=0,17).

Figura 17. Niimero de linfocitos que expresan CD8+/CD11a+ durante el tratamiento con
IL2. Los resultados expresan la media con un intervalo de confianza del 95%.
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El nimero de linfocitos CD8+/CD11a+ es significativamente mayor en los pacientes antes

del tratamiento: 0,6x109/l, que en los controles: 0,39x109/1 (p=0,05) (Figura 18).

Figura 18. Comparacion del numero de linfocitos que expresan CD8+/CD11a+ entre los
pacientes que recibieron tratamiento con IL2 y los controles no tratados (el valor de los
controles normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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C4. LINFOCITOS B

El mimero de linfocitos que expresan CD19 (linfocitos B) disminuye ligeramente a lo largo
del tratamiento pero de forma no significativa (p=0,9), se mantiene alrededor de O, 15x10°/1
(Figura 19), cifra significativamente menor que en los controles, que es de 0,24x10°/1

(p=0,007) (Figura 20).
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Figura 19. Nimero de linfocitos que expresan CD19 durante el tratamiento con IL2. Los
resultados expresan la media con un intervalo de confianza del 95%.
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Figura 20. Comparacién del numero de linfocitos que expresan CD19 entre los pacientes
que recibieron tratamiento con IL2 y los controles no tratados (el valor de los controles
normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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C5. CELULAS NK

Durante el tratamiento con IL2 aumentan de forma significativa los linfocitos que expresan
CD16 (p=0,05) (Figura 21), CD56 (p=0,003) (Figura 22) ajustindose a un patrén de
tendencia cuadritica (p=0,003 y p=0,008 respectivamente), y sobre todo los CD3-
/CD16+/CD56+ que pasan de 0,16x10°/1 a alrededor de 0,5x10°/1 (p=0,006), ajustandose

también a un patrén de tendencia cuadrética (p=0,0005) (Figura 23).

Figura 21. Nimero de linfocitos que expresan CD16 durante el tratamiento con IL2. Los
resultados expresan la media con un intervalo de confianza del 95%.
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Figura 22. Nimero de linfocitos que expresan CD56 durante el tratamiento con IL2. Los
resultados expresan la media con un intervalo de confianza del 95%.
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Figura 23. Numero de linfocitos que expresan CD3-/CD16+/CD56+ durante el
tratamiento con IL2. Los resultados expresan la media con un intervalo de confianza del
95%.
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No hay diferencias significativas entre los valores de CD3-/CD16+/CD56+ previos al
tratamiento y los de los controles no tratados (p=0,2) (Figuras 24, 25, 26).

Figura 24. Comparacién del numero de linfocitos que expresan CD16 entre los pacientes
que recibieron tratamiento con IL2 y los controles no tratados (el valor de los controles
normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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Figura 25. Comparacién del numero de linfocitos que expresan CD56 entre los pacientes
que recibieron tratamiento con IL2 y los controles no tratados (el valor de los controles
normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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Figura 26. Comparacion del numero de linfocitos que expresan CD3-/CD16+/CD56+
entre los pacientes que recibieron tratamiento con IL2 y los controles no tratados (el valor

de los controles normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del
95%).
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El nimero absoluto de linfocitos que expresan CD56™ " pasan de una media de 0,06x10°/1
a una media de 0,27x10°/1 (Figura 27). El tratamiento no afecta de forma significativa su

pright
6°"5™ si aumenta de forma

niimero absoluto (p=0,18), sin embargo el porcentaje de CD5
significativa, pasando de expresarse en un 4% de linfocitos a un 20% (Figura 28)

(p=0,026), ajustindose a un patrén de tendencia cuadratica (p=0,0004).
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Figura 27. Nimero de linfocitos que expresan CD56

bright

Los resultados expresan la media con un intervalo de confianza del 95%.
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Los resultados expresan la media con un intervalo de confianza del 95%.
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durante el tratamiento con IL2.

durante el tratamiento con IL2.
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El nimero de linfocitos que expresan CD56™¢ ¢g significativamente mayor en los pacientes
antes de comenzar el tratamiento que en los controles (O,O6x109/l Versus O,lelOg/l;

p=0,0000) (Figura 29).

Figura 29. Comparaciéon del numero de linfocitos que expresan CD56"™™ entre los
pacientes que recibieron tratamiento con IL2 y los controles no tratados (el valor de los
controles normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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Los linfocitos que expresan CD8"™ aumentan de 0,13x10°/1 a 0,38x10%/1 (Figura 30). Los
cambios en nimeros absolutos no son significativos (p=0,2), sin embargo el porcentaje de
linfocitos que expresan CD8™ si aumenta de un 8% a un 24% (Figura 31) de forma

significativa (p=0,023), ajustdndose a un patrén cuadratico (p=0,0017).
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Figura 30. Numero de linfocitos que expresan CD8™™ durante el tratamiento con IL2. Los
resultados expresan la media con un intervalo de confianza del 95%.
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Figura 31. Porcentaje de linfocitos que expresan CD8"™ durante el tratamiento con IL2.

Los resultados expresan la media con un intervalo de confianza del 95%.
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El nimero de linfocitos CD8"™+ es igual en los pacientes antes del tratamiento que en los

controles (p=0,25) (Figura 32).

Figura 32. Comparacién del numero de linfocitos que expresan CD8"™ entre los pacientes
que recibieron tratamiento con IL2 y los controles no tratados (el valor de los controles
normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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C6. EXPRESION DEL RECEPTORDE LA IL2

El nimero de linfocitos que expresan la cadena 8 del receptor de la IL2 (CD122) aumenta
en 10 de los 14 pacientes evaluables (no aumenta en los pacientes n°1, n°2, n°6 y n°8). En
conjunto pasa de expresarse en 0,05x10°/1 a una media de 0,25x10°/1 linfocitos (de un 3% a
un 16%) (Figura 33). Los cambios en los nimeros absolutos se acercan a la significacion

estadistica (p=0,06).
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Figura 33. Nimero de linfocitos que expresan CD122 durante el tratamiento con IL2. Los
resultados expresan la media con un intervalo de confianza del 95%.
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El nimero de linfocitos que expresan la cadena o del receptor de la [L2 no cambia y se
mantiene alrededor de 0,09x109/l (p=0,8) (Figura 34).

Figura 34. Nimero de linfocitos que expresan CD25 durante el tratamiento con IL2. Los
resultados expresan la media con un intervalo de confianza del 95%.
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El niimero de linfocitos que previamente al tratamiento expresan la cadena o y/o la cadena 8

es igual al de los controles no tratados (p=0,4 en ambos) (Figura 35 y Figura 36).

Figura 35. Comparacion del numero de linfocitos que expresan CD122 entre los pacientes
que recibieron tratamiento con IL2 y los controles no tratados (el valor de los controles
normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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Figura 36. Comparacién del numero de linfocitos que expresan CD25 entre los pacientes
que recibieron tratamiento con IL2 y los controles no tratados (el valor de los controles
normales se expresa como la media con un intervalo de confianza del 95%).
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D. CAMBIOS EN LOS NIVELES DE RECEPTOR SOLUBLE DE LA IL2 (SRIL2)

Los niveles de SRIL2 aumentan rdpidamente tras comenzar tratamiento con IL2, pasan de
8,8 ng/ml a 25 ng/ml (Figura 37). Esta subida es significativa (p=0,002), y se ajusta a un
patrén de tendencia cuadrética (p=0,00008) (Tabla 14).

Figura 37. Niveles de SRIL2 durante el tratamiento con IL2. Los resultados expresan la
media con un intervalo de confianza del 95%.
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Los niveles basales de SRIL2 previos al tratamiento con IL2 estin dentro del rango de los

valores normales (1,3 ng/ml a 9 ng/ml).
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E. CAMBIOS EN LOS NIVELES SERICOS DE DISTINTAS CITOQUINAS

Durante el periodo de tratamiento con IL2 se determinaron en el suero de los pacientes los

niveles de distintas citoquinas.

No se detectaron niveles de IL4 ni de TNF-a en ningtin paciente a lo largo del tratamiento.
Los niveles de IFN-y y de TGF- no se modificaron durante el tratamiento (p=0,7 y p=0,4
respectivamente). El IFN-y se mantuvo en unos niveles alrededor de 45 pg/ml, muy por
encima del rango de la normalidad (de 0 a 1,5 pg/ml), y el TGF-$ a alrededor de 10 pg/ml,

niveles inferiores al rango de los controles normales (de 42 pg/ml a 58 pg/ml).

Se detecté un incremento en los niveles séricos de IL6 en 6 de los 14 pacientes evaluables.
Globalmente pasé de 2,7 pg/ml a 10,6 pg/ml durante el primer mes de tratamiento, se
mantuvo elevada durante el siguiente mes y durante el tercero bajé lentamente hasta llegar a
niveles de 4 pg/ml (Figura 38). El incremento de los niveles entre periodo previo al
tratamiento y durante el tratamiento se aproxima a la significacién estadistica (p=0,07). Los
. niveles de IL6 previos al comienzo del tratamiento estan dentro del rango de los niveles de

controles normales (de 0 a 14,9 pg/ml).

Figura 38. Niveles séricos de IL6 durante el tratamiento con IL2. Los resultados expresan
la media con un intervalo de confianza del 95%.
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F. CORRELACION ENTRE LA CITOTOXICIDAD Y EL FENOTIPO
LINFOCITARIO

Los cambios en la actividad citotoxica se correlacionan con los cambios en el nimero de

linfocitos con determinados inmunofenotipos.

La correlacion maés significativa se establece entre la actividad LAKe y los linfocitos que
expresan CD3-/CD16+/CD56+ (p=0,0000) (Figura 39). También existe una correlaciéon
significativa entre la actividad LAKe y la expresion de CD56™" (p=0,002).

Figura 39. Correlacidon entre la actividad LAKe y el niimero de linfocitos que expresan
CD3-/CD16+/CD56+ durante el tratamiento con IL2. La representacion grafica muestra
los valores estandarizados correspondientes a cada una de las variables.
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Otras correlaciones significativas de la actividad LAKe se establecen con el nimero de

linfocitos que expresan cDpgim (p=0,001), y con el nimero de linfocitos que expresan la

cadena B del receptor de la IL2, CD122, (p=0,007) (Tabla 5).
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G. CORRELACION ENTRA LA CITOTOXICIDAD Y LOS NIVELES SERICOS
DEL RECEPTOR SOLUBLE DE LA 11.2

La actividad LAKe se correlaciona de manera significativa con los niveles de SRIL2 durante

el tratamiento con IL2 (p=0,01).

Tabla 5. Correlacion entre la actividad LAKe y los niveles séricos de SRIL2, y el mimero
de linfocitos que expresan distintos fenotipos durante el tratamiento con IL2.

Actividad LAKe

Coeficiente de Correlacién Valor de p
CD3-/CD16+/CD56+ 0,96 ‘ 0,0000
CD56 &M 0,93 - 0,002
cpgdim 0,94 0,001
CD122 0,89 : 0,007
SRIL2 0,87 0,01
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III. FACTORES PREDICTIVOS DE MAYOR ACTIVIDAD
CITOTOXICA

Con la intencién conocer si existia un grupo de pacientes en los que la IL2 produjera un
efecto citotoxico de mayor intensidad se realizé un estudio de factores prondsticos. Los

resultados del analisis univariante se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Factores prondsticos de mayor actividad citotéxica generada por la IL2

Actividad LAKe (UL/ml) N Valor de p

Sexo

Varén 76 9

Mujer 106 5 NS
Edad

<30 afios 179 3

> 30 afios 61 it 0,03
T™O ‘

No 100 8

Si 69 6 NS
N° Remision

Primera 56 4

Posteriores 99 10 NS
Tiempo QTP-IL2*

<90 dias 90 10

> 90 dias 77 4 NS
Enfermedad de base

LNH 67 6

LH 93 5

LLA 116 3 NS
Toxicidad**

<10 70 7

>10 110 7 NS

*tiempo entre el final de la quimioterapia o el acondicionamiento y el inicio de la IL2.
**seglin el sistema de puntuacion descrito en el apartado “Pacientes y Métodos™.
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Se pudo observar que las mismas dosis de IL2 producen una actividad citotdxica in vivo 3
veces mayor en los pacientes mds jévenes. No se detectd influencia en la intensidad de
actividad citotéxica en funcién del sexo, el nimero de remisiones completas, el haberse
sometido a TMO, el tiempo entre la finalizacién de la tltima quimioterapia y el comienzo

de la IL2, ni en funcién de la enfermedad de base.

La toxicidad no es en realidad un verdadero factor predictivo, pero se analiz4 para
determinar si aquellos pacientes que desarrollaban mayor toxicidad tenian también una
mayor actividad citotéxica. Tal como puede observarse en la Tabla 6, los pacientes que

desarrollaron toxicidad mas severa no mostraron una mayor actividad citotdxica.
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IV. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

Tres de los 15 pacientes tratados (n°1, n°5 y n°10) estaban afectos de LNH folicular con
reordenamiento del gen bcl-2 en células de la médula ésea, detectado mediante PCR. La
deteccién de esta alteracion es un método de seguimiento de la enfermedad minima residual

(EMR) una vez conseguida la remision clinica.

Unicamente en el paciente n°l se pudo realizat el seguimiento molecular de la EMR
mediante PCR durante el tratamiento con IL2, ya que en los otros dos casos las muestras

obtenidas se deterioraron y no fueron valorables.

El paciente n°l presentaba el reordenamiento del .gen bcl-2 en médula dsea antes de
comenzar la IL2. Al mes y medio de haber comenzado el tratamiento, la PCR seguia siendo
positiva, y se mantuvo positiva una vez finalizado el tratamiento. El paciente recayé un mes

después de haber finalizado el tratamiento con IL2.
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V. SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

A. RELACION ENTRE PARAMETROS BIOLOGICOS Y RECAIDA

De los 14 pacientes evaluables 6 recayeron de su enfermedad de base tras un seguimiento

medio de 11,5 meses (rango de 7 a 24 meses)

Para saber si existe relacion entre una mayor actividad citotdxica y una mejor evolucién de
la enfermedad de base hemos tratado de encontrar correlaciones entre la media de actividad
LAKe durante el tratamiento con IL2 con la posibilidad de recaida, y con la supervivencia
libre de enfermedad. No se demostrd correlacion entre el desarrollo de una mayor actividad
LAKe con un menor indice de recaidas (p=0,6), ni tampoco con una mayor supervivencia

libre de enfermedad (p=0,6).

Se analizo si la cifra media de eosindfilos durante el tratamiento o la cifra de linfocitos
CD56 previa al tratamiento, se correlacionaban con un menor nimero de recaidas, como
habia sido descrito en otros ensayos. Ninguna de las dos variables se correlacionaron con un

menor indice de recaidas (p= 0,7 y p=0,9 respectivamente).

Tabla 7. Correlacion entre parametros biolégicos

y el indice de recaidas

Valor de p
Actividad LAKe 0,6
Eosinofilia 0,7

Linfocitos CD56 pre-IL2 0,9
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También se analizé si el momento del inicio del tratamiento con IL2 tenfa influencia en el
nimero de recaidas, y se observé que aquellos pacientes tratados mds precozmente (antes de
3 meses después de la dltima quimioterapia), recaian en igual proporcion que aquellos que

habian recibido tratamiento més tardiamente (p=0,2).

B. ESTUDIO CASO-CONTROL DE LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE
ENFERMEDAD

Para evaluar el impacto de la [L2 en la supervivencia del grupo de pacientes con neoplasia
linfoide en remisién completa pero con alto riesgo de recaida, se ha realizado un estudio de
casos y controles. Para el estudio se consideraron como casos a los 14 pacientes que habian
completado el tratamiento con IL2, y se eligieron 22 controles histéricos con las mismas

C )
caracteristicas que los controles excepto que no habian recibido IL2.

Ambas poblaciones (casos y controles) fueron comparadas con respecto al sexo, la edad, la
enfermedad de base, los ciclos previos de quimioterapia, el nimero de remisiones, o el
haber sido sometido a un TMO, y como puede observarse en la Tabla 8 no se detectaron

diferencias significativas.
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Tabla 8. Comparacion de las caracteristicas de los casos y de los controles.

Casos

Controles
n=14 n=22
n (%) n (%) Valor de p

Sexo

Varén 9 (64) 11 (50)

Mujer 5 (36) 11 (50) 0,4
Edad

<40 a 8 (57 12 (55)

>40a 6 (43) 10 (45) 0,8
Enf. Base

LNH folicular 32D 6 (27)

LNH cel. grande 32D 4 (18)

LH 5 (36) 7(32)

LLA 321 5(23) 0,9
QTP* previa -

1 ciclo 32D 11 (50)

2 ciclos 5(36) 6 (27)

> =3 ciclos 6 (43) 5(23) 0,3
Situacidn final

1?Remisién completa 5 (36) 11 (50)

23Remisién completa 5 (36) 8 (36)

>22Remisién 4 (28) 3(14) 0,5
T™O

No 6 (43) 8 (36)

Si 8 (57) 14 (64) 0,7

*QTP: quimioterapia

Se ha analizado la supervivencia libre de enfermedad desde la fecha del tltimo tratamiento

con quimioterapia (o de acondicionamiento en el caso de los pacientes sometidos a TMOQ)

(Figura 40).
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Figura 40. Supervivencia libre de recaida. Estudio caso-control.
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De los 14 casos, 6 recaen (43%) durante un tiempo medio de seguimiento de 11,5 meses

(con un tiempo de seguimiento minimo de 7 meses y un tiempo de seguimiento maximo de

24 meses). La mediana de supervivencia libre de enfermedad ain no se ha alcanzado en

estos meses. Los pacientes que recaen lo hacen en una mediana de tiempo de 7 meses (con

un rango de 4 a 11 meses).

De los 22 controles, 14 recaen (64 %) en dos afios. La mediana de supervivencia libre de

enfermedad en los controles es de 9 meses.
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La diferencia de la supervivencia libre de enfermedad entre el grupo de los casos y el de los

controles no alcanza la significacién estadistica (Tabla 9).

Tabla 9. Pruebas de contraste en
el andlisis de la supervivencia.

Valor de p
Log Rank 0,3088
Breslow 0,2785
Tarone-Ware 0,2932
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I. TOLERANCIA Y SEGURIDAD DEL REGIMEN DE TRATAMIENTO
EMPLEADO

Histéricamente, la IL2 se habia utilizado a las dosis méximas toleradas en bolus endovenosos
y en breves periodos de tiempo (de 5 a 10 dias) , como si se tratase de un agente
quimioterdpico (Rosenberg 1987, West 1987). En estos estudios se observd una alta
toxicidad. El efecto toxico que resulté limitante para el empleo de dosis altas fue la
hipotension debida al sindrome de aumento de permeabilidad capilar. La mortalidad en estos

ensayos directamente atribuible a la IL2 fue de un 4% (Rosenberg 1989a).

Posteriormente se utilizaron dosis més bajas de IL2 en bolus endovenosos y también durante
cortos periodos de tiempo. En estos estudios se objetivaron remisiones tumorales similares a
las conseguidas utilizando dosis altas, pero la toxicidad observada era significativamente
menor (Stein 1991, Lindemann 1993, Atzpodien 1993). En un estudio randomizado en
pacientes con adenocarcinoma renal metastasico 65 pacientes recibieron IL2 a dosis altas
(720.000 UI/Kg/8h endovenoso durante 5 dias) mientras que 60 pacientes recibieron dosis
bajas (72.000 UI/Kg/8h endovenoso durante 5 dias). En el segundo grupo la toxicidad fue
mucho menor y la eficacia antitumoral fue la misma (respuestas del 20% y del 15%

respectivamente) (Yang 1994).

Nosotros hemos tratado 15 pacientes con neoplasia linfoide en remisién completa pero con
alto riesgo de recafda con 4,5 millones Ul de IL2 administrada por via subcutanea (1,2 mg =
18x10°UL. 3 U Roche = 6 U Cetus = 42 UI), dosis que otros autores ya habfan utilizado en
neoplasias avanzadas obteniendo respuestas favorables (Whitehead 1990, Atzpodien 1993).
Esta dosis bajas de IL2 ya habian sido utilizadas en perfusién continua endovenosa de forma
ambulatoria con escasa toxicidad, pero con el inconveniente de que la alta incidencia de
infecciones originadas en el catéter y de trombosis de los vasos donde se colocaba el catéter
(Caliguri 1991). En nuestro estudio elegimos la administracion por via subcutinea
basdndonos en las escasas experiencias previas descritas en la literatura que sugerian una

mejor tolerabilidad.
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Todos nuestros pacientes recibieron el tratamiento en régimen ambulatorio, y ninguno precisé
ingreso hospitalario. Ningin enfermo desarrollé efectos secundarios graves respiratorios,
cardiacos o renales. Ningiin paciente present6 sindrome de aumento de permeabilidad capilar, .

ni hipotensién, ni cambios en el peso.

El aumento en el nimero de infecciones bacterianas ha sido un efecto secundario
ampliamente descrito cuando se utilizan dosis altas de IL2, debido a los defectos que la IL2
produce en la quimiotaxis de los granulocitos (Stoppa 1991, Blaise 1992). Sin embargo, en
nuestro estudio no observamos infecciones frecuentes ni graves, y en los casos en que

aparecieron no se pudieron relacionar con la administracion de la IL2.

Los efectos secundarios més frecuentes fueron la astenia y la fiebre. 14 de los 15 pacientes
tratados (93%), refirieron aumento de astenia que relacionaron con la administracién de la
IL2, pero sélo en 3 de estos pacientes el Karnofski' ‘descendi(’) al 70%. La fiebre fue el
segundo efecto secundario més frecuente, y aparecidé en 11 de los 15 enfermos (73%), en
ningtin caso fue severa, y cedié siempre con antitérmicos de uso habitual (paracetamol o
indometacina). La plaquetopenia (8/15: 53% de pacientes) y la colostasis, con aumento de las
cifras de fosfatasa alcalina y gamma-glutamiltransferasa (8/15: 53% de pacientes) fueron los
efectos secundarios que siguieron en frecuencia. En ningtin caso fueron graves, excepto en un
paciente en que se tuvo que reducir la dosis de IL2 descenso en la cifra de plaquetas y
colostasis grado III. Todos los enfermos presentaron reaccion local en el lugar de la inyeccion
que referfan como poco molesta y que desaparecid en poco tiempo. El hecho de que no se
desarrollen efectos secundarios graves utilizando dosis bajas de IL2 estd de acuerdo con lo

descrito con anterioridad en la literatura (Whitehead 1990, Caliguri 1991, Angevin 1995).

Por tanto, con la pauta de tratamiento utilizada en nuestros pacientes hemos administrado una
dosis acumulada de 270 millones de UI de IL2 sin que se produzca ningin efecto secundario
grave, y de forma ambulatoria, con lo que esto supone de disminucién de los costes

hospitalarios
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II. EFECTOS BIOLOGICOS

Hemos estudiado los efectos hematoldégicos e inmunomoduladores en los pacientes tratados

con IL.2.

A. HEMATOLOGICOS

En nuestro estudio no se han observado variaciones en los recuentos de leucocitos totales, ni
el de granulocitos, monocitos ni linfocitos a lo largo del tratamiento. En otros estudios
realizados con dosis bajas de IL2 administrada por via endovenosa en perfusién continua se
habia descrito leucocitosis y linfocitosis (Caliguri 1993). Sin embargo, en otros estudios
realizados con las mismas dosis por via subcutinea, no se detecto este efecto (Angevin 1995).
Los eosindfilos aumentan unas 6 veces con respe'clt(‘) a su valor previo al tratamiento,
alcanzando un “plateau” a partir del primer mes. El aumento de la cifra de eosinéfilos se ha
descrito utilizando IL2 a dosis altas endovenosas de forma tardia. Utilizando dosis bajas tanto
endovenosas como subcutdneas el aumento en la cifra de eosinéfilos es precoz y mantenido
mientras dura el tratamiento (Caliguri 1991), tal como ocurre en nuestro estudio. La
eosinofilia se debe a la liberacién de citoquinas secundarias tras la estimulacién con la IL2,
como la liberacion de ILS (Macdonald 1990, Smith 1993). Algunos autores han
correlacionado el aumento en la cifra de eosindfilos con una mayor supervivencia en
pacientes con carcinoma renal metastasico (Rodgers 1994). En nuestro estudio la cifra de

eosinodfilos no se correlaciona con una menor tasa de recaida.
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B. INMUNOLOGICOS

Los cambios inmunomoduladores que se han estudiado han sido basicamente tres: el cambio
en los linfocitos y en sus subpoblaciones, la estimulacion de actividad citot6xica, y el cambio

de distintas citoquinas.

Bl. LINFOCITOS Y SUS SUBPOBLACIONES

Como se ha dicho previamente, los cambios en el nimero de linfocitos son muy discretos y
no son significativos, es decir, la IL2 a estas dosis no produce proliferacién en el niimero
global de linfocitos que se mantiene alrededor de 1,4x10%/1. Con dosis més altas endovenosas
los linfocitos descienden durante unas horas por aumento en la adherencia al endotelio
vascular (Boldt 1988) y posteriormente proliferan y suben de forma significativa (Lotze 1985,
Urba 1990). La utilizacion de dosis altas de IL2 aumenta el nimero de linfocitos globales
sobre todo a expensas de aquellos que expresan CDS8 y también de los linfocitos activados que
expresan HLA-DR (Gottlieb 1989, Blaise 1990, Higuchi 1991). En nuestro estudio, realizado
con dosis bajas, los linfocitos con marcadores de activacion (HLA-DR) no se modifican. Sin

embargo las subpoblaciones linfocitarias cambian de manera significativa.

B 1 1. Linfocitos T

Los linfocitos T helper son los que liberan IL2 de forma fisiolégica cuando son activados por
un antigeno. En situacién de reposo los linfocitos T no expresan el receptor de la IL2, y

solamente lo al ser activados (Caliguri 1993).

Los linfocitos T helper (CD4) estin més bajos en los pacientes antes de comenzar el
tratamiento que los controles, y disminuyen de forma no significativa a lo largo del
tratamiento, posiblemente por desplazamiento debido al aumento de otras subpoblaciones

linfocitarias.
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El niimero absoluto de linfocitos T citotdxicos (CD8) es similar en los pacientes antes de
iniciar el tratamiento que en los controles normales (alrededor de O, 8x10°/1), pero como el
nimero global de linfocitos es menor en los pacientes que en los controles, el porcentaje de
linfocitos T citotéxicos en los pacientes es muy alto (alrededor del 50%). El nimero de éstos

linfocitos no se modifica de forma significativa durante el tratamiento.

Los linfocitos T citotéxicos activados que expresan CD11a tampoco se modifican a lo largo

del tratamiento.

En resumen podemos decir que con las dosis usadas no se activan los linfocitos T, lo que
_concuerda con otros estudios publicados en los que se han utilizado dosis bajas de IL2
administrada bien por via endovenosa en perfusién (Caliguri 1991, Caliguri 1993, Soiffer
1992) o por via subcutinea (Vlasveld 1992, Raspadoril 1995).

)

B 1 2. Linfocitos B

En situacion de reposo los linfocitos B no expresan el receptor de la IL2, y solamente lo
hacen cuando son activados por un antigeno (Caliguri 1993). El nimero absoluto de linfocitos
B (CD19) tampoco se modifican a lo largo del tratamiento. Sin embargo, en 3 de los 15
pacientes tratados, aparece un banda monoclonal que desaparece al concluir la IL2, lo que
hace suponer que los linfocitos B sufren una cierta modulacion aunque no proliferen. El que
en algunos pacientes se altere la produccién de inmunoglobulinas tras el tratamiento sistémico
con IL2 podria deberse a una estimulacion inespecifica. En las neoplasias, el sistema inmune
falla en el reconocimiento de las células malignas, y si las reconoce, la respuesta inmune estd
disminuida (Fearon 1990). El solo hecho de que aumenten los niveles de IL2 en las zonas
peritumorales aumenta la respuesta inmune, como si en ese momento los antigenos tumorales

fueran capaces de lograr una mayor estimulacién del sistema inmune (Smith 1993).
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B 13. Células NK

Las células NK son unos linfocitos grandes granulados CD3 negativos (CD3-
/CD16+/CD56+), capaces de lisar algunas lineas tumorales de forma independiente del
sistema HLA (Caliguri 1990), que en condiciones normales constituyen aproximadamente el

10% de los linfocitos de un individuo. Las células NK son las unicas que en reposo expresan
el receptor de la IL2 de afinidad intermedia (By). Un 2% de estas células NK expresan el

receptor de alta afinidad (ofy) y un exceso de receptor de afinidad intermedia, y ademas se
6bl‘igh1.

caracterizan por la expresion del antigeno CDS
Dosis bajas de IL2 administradas en perfusion continua endovenosa (5x105UI) durante un
periodo de 3 meses, dan lugar a la activacién del receptor de alta afinidad de las células NK
CD56™™ observandose una proliferacion de esta subpoblacién (Caliguri 1991, Caliguri
1993). Dosis endovenosas algo més elevadas de IL2 (2,‘5-3x106UI ev) provocan la saturacién
del receptor de alta afinidad y la activacién del receptor de afinidad intermedia que da lugar a
un mayor aumento de la actividad citotxica (Caliguri 1990, Voss 1992).

bright ) .
"e" es més alto en los pacientes antes de

En nuestro estudio, el nimero de células CD56
comenzar el tratamiento (4 %) que en los controles sanos (alrededor del 1%), probablemente
porque estas células son las que més precozmente se recuperan tras la quimioterapia. Algunos
autores han encontrado correlacién entre un mayor nimero de células CDS56 previas al
tratamiento con IL2 con una mayor respuesta antitumoral (Duensing 1992), que en nuestro
estudio no se confirma. Durante el tratamiento, las células NK CD56™&™" pasan de un 4% a
un 20%. El conjunto de células NK CD3-/CD16+/CD56+ proliferan y pasan de ser un 12%
a un 36% del total de los linfocitos (es decir, las células CD56%™ pasan de un 8% a un 16%).
Existe ademds una subpoblacion de células NK que expresan CDg§"™ y que tienen una alta
efectividad citotdxica (Phillips 1987, Ellis 1988). Esta subpoblacién aumenta de forma
significativa, pasando del 8% al 24 % del total de los linfocitos, este aumento también ha sido

observado en otros estudios (Vlasveld 1993).
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El nimero de linfocitos que expresan de la cadena B del receptor de la IL2, CD122, aumenta
también de un 3% a un 16%, incremento que se acerca a la significacion estadistica,. Sin

embargo la expresion de la cadena o, CD25,(receptor de alta afinidad) no se modifica.

En resumen, nuestro régimen de tratamiento con IL2 provoca la proliferacion de las células
NK, sobre todo de las CD56™", que expresan el receptor de alta afinidad, pero también,
aunque en menor proporcién, de aquellas que expresan CD56"™ y el receptor de afinidad
intermedia. La expresion del receptor de alta afinidad en la membrana celular no se modifica,

ya que la cadena o no cambia, pero aumenta la expresion de membrana del receptor de

afinidad intermedia, ya que la cadena f aumenta.

B2. ACTIVIDAD CITOTOXICA Sy

Las actividades citotoxicas (NK, LAKe y LAKp) estan expresadas en unidades liticas (UL)
por mililitro de sangre del paciente en vez de por nimero de CMN, para dar una mejor idea
de la actividad real en cada individuo. Los pacientes tienen una menor actividad NK y menor
actividlad LAKp antes de comenzar el tratamiento que los controles. Esto se debe
probablemente a que tienen un menor nimero de linfocitos totales, y por lo tanto un nimero

de células con capacidad de desarrollar actividad NK y LAKp también menor (Reittie 1989).

Durante el tratamiento se produce un incremento en la actividad NK, que se multiplica por 3
respecto a los valores previos al tratamiento. La actividad LAKe, que es pricticamente nula
antes de comenzar el tratamiento, como sucede también en los controles normales, se
multiplica unas 15 veces y se mantiene asi durante todo el tratamiento, alcanzando un
“plateau” a partir del primer mes (tendencia cuadrética). Comparar esta actividad con la
descrita en la literatura es dificil, ya que en los distintos estudios se han utilizado distintas
unidades de medida. La actividad LAKe desaparece con bastante rapidez una vez suspendido
el tratamiento, y al cabo de un mes es aproximadamente igual a los valores previos al

tratamiento, es decir, la inmunomodulacién se mantiene s6lo mientras se mantiene el
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tratamiento (Gottlieb 1989, Higuchi 1991). En nuestros pacientes la actividad LAKp todavia
existe durante el tratamiento, 1o que significa que las células efectoras alin pueden estimularse

mas in vivo.

B3. RELACION ENTRE CELULAS NK Y CITOTOXICIDAD

Como hemos comentado, la actividad LAKe durante el periodo de tratamiento con IL2 sigue
un incremento de tendencia cuadrdtica. El aumento de linfocitos CD3-/CD16+/CD56+,
CD56™™, CD8"™, CD122 siguen unos patrones similares y se correlaciona de manera muy
intensa con la actividad LAKe, por lo que podemos deducir que estas células son las que

generan la actividad LAK.

En los pacientes con EMR es importante la participééfén del sistema inmune para evitar la
recurrencia (Slavin 1990), y la mayoria de estudios in vitro muestran que en pacientes con
enfermedad minima residual sometidos a trasplante alogénico, las clonas del donante que
provocan el efecto "injerto contra tumor” son células NK (Oshimi 1986, Hercend 1986,
Lotzova 1987). Por lo tanto, son estas células NK que hemos estimulado las que producen la
actividad citotoxica y las que hipotéticamente eliminarian la enfermedad residual en nuestros

enfermos.
B4.SRIL2
La existencia de formas solubles de los receptores de distintas citoquinas es un fenémeno
generalizado. La mayoria mantienen la habilidad de unirse a su ligando con igual o menor

afinidad que el receptor de membrana. La funcién especifica del SRIL2 atin no estd bien

determinada (Gooding 1995):
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-El hecho de que se desprenda de la membrana hace que la célula sea menos sensible
a la accién de la IL2, ya que competiria con su unién y actuaria de mecanismo de

control negativo.

-Podria actuar como proteina transportadora y aumentar la vida media de la IL2.

Durante la administracién prolongada de IL2 el SRIL2 aumenta lentamente alcanzando un
pico a las 2 semanas (Lissoni 1991). En nuestro estudio, los niveles de SRIL2 aumentan de
forma significativa alcanzando un “plateau” tras el primer mes de tratamiento, y se
correlacionan con la actividad LAKe. El aumento de los niveles de SRIL2 durante el
tratamiento con IL2 es una medida indirecta de la activacién del sistema inmune, ya que la
liberacién de esta molécula es proporcional a su expresion en la membrana celular (Rubin

1990, Barak 1992).

BS. CITOQUINAS

Se ha descrito que cuando se activan las células NK, éstas secretan otras citoquinas como son
el [FN-y y el TNF-a, que a su vez activan a los monocitos para que produzcan mis
citoquinas: mayor cantidad de IFN-y y TNF-a, y también de 114 e IL6 (Heslop 1989,
Robertson 1990, Meffert 1995), de hecho algunos autores han relacionado la liberacién de
estas citoquinas secundarias con el efecto antitumoral atribuido a la IL2 (Blay 1990), y
también con su toxicidad (Cotran 1988). En nuestro estudio no se detectaron niveles séricos
de ILA4 ni de TNF-a a lo largo del tratamiento con la IL2. El IFN-y se mantuvo a niveles mas
altos de lo normal y el TGF-J a niveles mds bajos, pero ni uno ni otro se modificaron con el
tratamiento. La IL6 aumentd aproximadamente en la mitad de los pacientes tratados, pero de

forma no significativa.

Con las dosis de IL2 utilizadas en nuestro estudio hemos sido capaces de provocar una

proliferacién de células NK que da lugar a la estimulacién de actividad citotoxica in vivo,
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pero no se estimulan suficientemente los receptores de afinidad intermedia como para que las
células NK liberen citoquinas. Ademds, se ha descrito en estudios in vitro que utilizando
pulsos de dosis altas de IL2 seguidos de dosis bajas de mantenimiento, estas citoquinas
aumentan durante las primeras 72 horas y posteriormente se normalizan, y que con el
mantenimiento a dosis bajas no aumentan de nuevo y se mantienen en los niveles basales
(Palmer 1994).
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III. FACTORES PREDICTIVOS DE MAYOR ACTIVIDAD
CITOTOXICA

A pesar de que el nimero de pacientes no es elevado, hemos analizado si habia alguna
caracteristica que permitiese prever el desarrollo de una mayor actividad citotoxica utilizando

las mismas dosis de IL2.

Observamos que los pacientes mas jovenes (menores de 30 afios) eran capaces de desarrollar
una mayor actividad LAKe. Las razones de esta mayor capacidad de estimulacién podian
residir en el hecho de que el sistema inmunoldgico més joven es més ficilmente modulable

(Roper 1992, Valteau-Couanet 1995).

Los pacientes sometidos 2 TMO o TPHP recuperan las células NK durante las 2 6 3 primeras
semanas después del trasplante, cuando ain no ha aumentado el nidmero de linfocitos T ni B
(Higuchi 1989, Reittie 1989, Neubauer 1994). El nimero de células capaces de desarrollar
actividad LAKe es mayor después del trasplante que tras la quimioterapia convencional
(Reittie 1989). Con estos datos podria parecer que el sistema inmunoldgico tras un trasplante
es mis facilmente estimulable. Sin embargo, en nuestro estudio no existieron diferencias
entre la actividad citotdxica previa al tratamiento entre los pacientes que habfan sido
trasplantados y aquellos sometidos a quimioterapia convencional, ni tampoco en la actividad

citotéxica que se generd durante el tratamiento.

El tipo de enfermedad de base (LLA, LNH o LH), no predispuso al desarrollo de una mayor
actividad citotéxica como respuesta al tratamiento con IL2. Los pacientes que se trataron en
primera remisién no tuvieron una mayor capacidad de generar actividad LAKe que los
pacientes en fases posteriores de su enfermedad que habian recibido mas tratamientos. Es
decir, un mayor nimero de ciclos de quimioterapia no inhibe ni destruye a las células capaces

de generar esta actividad citotoxica.
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Se ha comentado que el tiempo medio desde la dltima quimioterapia hasta el inicio de la IL2
fue de unos 3 meses. Sin embargo 4 pacientes comenzaron el tratamiento mas tarde. La
actividad LAKe de estos pacientes no fue significativamente distinta de la de los que
comenzaron antes. Sin embargo, parece que es importante comenzar la IL2 lo antes posible
para que la enfermedad esté en el momento de menor carga tumoral y sea més ficilmente
erradicable (Thompson 1986, Benyunes 1995).

Se ha observado que aquellos pacientes que desarrollaron mayor toxicidad atribuible a la IL.2
no presentaron mayor actividad citotéxica de forma asociada, lo que hace pensar que
posiblemente la estimulacion de actividad citotoxica y la induccién de toxicidad por la IL2

son mediadas por mecanismos bioldgicos distintos.
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IV. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

La evolucién de la EMR solo ha podido ser evaluada en un paciente, por lo que no se puede
llegar a ninguna conclusién, pero creemos adecuado hacer un breve comentario por lo
novedoso e interesante del tema. En la mayoria de los pacientes con linfoma folicular el gen
bel-2 se reordena, y este reordenamiento puede ser detectado mediante PCR. Cuando se
somete a estos pacientes a TMO autdlogo con depuracion de la médula Osea, la
negativizacién de la deteccion del reordenamiento del gen bcl-2 en médula dsea se asocia con
un aumento de la supervivencia libre de recaida (Gribben 1991) y, por el contrario, su
deteccion aumenta 48 veces el riesgo de recaida (Gribben 1993). Existe por tanto una intensa

correlacién entre la deteccion de EMR vy la recaida.

En el paciente evaluado no se consiguid negativizar gl marcador de EMR con el tratamiento
con IL2, y el paciente finalmente recay6 al mes de haber terminado el tratamiento con IL2.
En este unico caso la proliferacion de células NK y el desarrollo de actividad citotdxica
inducida por la IL2 no pudieron erradicar la EMR. La causa del fracaso fue probablemente
que la masa tumoral era mayor de lo que la estimulacién inmunolégica era capaz de erradicar
(Mule 1986, Thompson 1986).
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V. SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

Finalmente es importante evaluar si todos estos cambios inmunol6gicos tienen una

repercusion en la enfermedad neoplésica de los pacientes y en su supervivencia.

Los pacientes que desarrollaron més actividad citotéxica no tuvieron un menor indice de
recaidas. El desarrollo de una mayor actividad LAKe tampoco se correlacioné con una
supervivencia libre de enfermedad maés larga. Por tanto en nuestro estudio no podemos decir
que el desarrollo de una inmunomodulacién més intensa conlleve una mejor evolucion de la
enfermedad de base. La mayoria de los grupos no encuentran correlacion entre la intensidad
de la inmunomodulacién y la respuesta tumoral, aunque algin grupo describe una correlacién
positiva entre el aumento de células NK durante el tratamiento con IL2 y la respuesta clinica

en pacientes con neoplasias avanzadas (Duensing 1992, Atzpodien 1993).

Para evaluar el impacto de la IL2 en la supervivencia del grupo de pacientes con neoplasia
linfoide en remision completa pero con alto riesgo de recaida, se ha realizado un estudio
caso-control. Los controles se eligieron de manera muy estricta ajustindose lo méximo a las
caracteristicas de la poblacion tratada con IL2 (ver Pacientes y Métodos). La mediana de
tiempo libre de recaida ha aumentado de 9 meses en los controles a mas de 24 meses en los
casos. Sin embargo con el nimero de pacientes presentados y el seguimiento actual, las dos
curvas de supervivencia libre de enfermedad no muestran diferencias significativas. Distintos
grupos han publicado resultados de tratamiento con IL2 en pacientes con neoplasia linfoide B
en remision completa con alto riesgo de recaida, habitualmente post TMO, pero ninguno de
ellos ha realizado estudios prospectivos randomizados. El grupo de Seattle trata con IL2 a 22
pacientes con linfoma con alto riesgo de recaida post TMO autSlogo, y encuentran una
probabilidad actuarial de recafida en 4 afios de 54% versus 60-90% del grupo control
(Benyunes 1995). Otro grupo trata 13 pacientes con LLA en situacién de enfermedad minima
residual con alto riesgo de recaida y un 64% de pacientes tratados recaen frente a un 80% del
grupo control tras un seguimiento medio de 5 meses (Weisdorf 1993). Veinticinco pacientes

con distintas neoplasias hematolGgicas en situacién de enfermedad minima residual sometidos
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a TMO alogénico con depuracién de linfocitos T que no desarrolla EICH y tratados
posteriormente con IL2 tienen una supervivencia libre de enfermedad significativamente

mayor que el grupo control que no la habian recibido (Soiffer 1994).

El grupo de pacientes tratados en nuestro estudio es pequefio, y el ensayo no es randomizado,
por lo que no permite obtener conclusiones definitivas sobre la efectividad de el régimen de
IL2 empleado para evitar recaidas en pacientes con neoplasia linfoide en situacién de

enfermedad minima residual.
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VI. PERSPECTIVAS

Desde el descubrimiento de la IL2 hasta el momento actual se ha avanzado mucho sobre el
conocimiento de sus mecanismos de accién y toxicidad, pero seguimos sin estudios
randomizados y con seguimiento prolongado que permitan demostrar si realmente produce un
aumento en la supervivencia de pacientes con neoplasia en situacién de enfermedad minima

residual

En los dltimos afios se estdn abriendo nuevas perspectivas para €l uso de la inmunoterapia
contra el cancer. Uno de los campos de estudio es la transferencia génica mediante vectores
retrovirales: la insercion del gen de la IL2 en células de leucemia humana inhibe su capacidad
de crecimiento tumoral, como si se hicieran mas susceptibles a la lisis. Ademas, estas
tecnologias abren la posibilidad de protocolos de vacunacion basados en la infusion de células

tumorales modificadas genéticamente capaces de una estimulacion especifica del sistema

inmune del paciente.
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Conclusiones

RESPECTO A LA TOLERANCIA DEL REGIMEN DE 112 EMPLEADO

1. El tratamiento con IL2 a dosis de 4,5x10° UI al dia, 5 dias por semana durante 12
semanas consecutivas, por via subcutinea, es bien tolerado por los pacientes, incluso

por los que se han sometido a TMO o TPHP autdlogo, y se puede realizar en régimen

ambulatorio.
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RESPECTO A LOS EFECTOS INMUNOLOGICOS DEL REGIMEN DE I12
EMPLEADO

2. La IL2 administrada a dosis de 4,5x10° UI al dia, 5 dias por semana durante 12
semanas consecutivas, por via subcutinea, produce cambios inmunolégicos
importantes: se produce una proliferacion de las células NK CD3-/CD16+/CD56+,
sobre todo las CD56™™, que generan actividad LAK end6gena que pricicamente no
existia antes de comenzar el tratamiento. Los niveles séricos del receptor soluble de la
IL2 también aumentan de forma significativa. Estos cambios alcanzan su maximo

nivel tras las cuatro primeras semanas de tratamiento y se mantienen estables durante

el resto del tratamiento.

3. La IL2 administrada por via subcutanea a las dosis descritas previamente no produce
modificaciones en la cifra de leucocotos totales, linfocitos totales, linfocitos activados,
linfocitos T ni linfocitos B. sin embargo, se produce un aumento significativo en la

cifra de eosindfilos. En nuestro estudio, la IL2 no estimula la liberacién de otras

citoquinas como el IFN-y, el TNF-a, la IL4, la IL6 ni el TGF-.

4. Los pacientes mas jévenes son capaces de generar mas actividad citotoxica endogena
habiendo recibido las mismas dosis de IL2 que los pacientes de mayor edad. No
hemos encontrado ninguna otra caracteristica de los pacientes que predisponga a la

generacion de una mayor actividad citotdxica endégena.
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RESPECTO A LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD DE LOS
PACIENTES CON NEOPLASIA LINFOIDE EN REMISION COMPLETA CON
ALTO RIESGO DE RECAIDA TRATADOS CON IL2

5.  En nuestros pacientes, la generaciéon de una mayor actividad citotéxica in vivo no se
correlaciona con una disminucion en el indice de recaldas ni con un aumento en la

supervivencia libre de enfermedad.

6. La IL2 en el régimen descrito previamente no aumenta de forma estadisticamente
significativa la supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con neoplasia

linfoide en remisién completa com alto riesgo de recaida.
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Identificacién del paciente:  Datos demogrificos:
Iniciales: Fecha de nacimiento:

:cha de Registro: / / N° de Historia: Sexu:

N de Registro:

INTERLEUKINA - 2

Las preguntas 1 al 6 deben ser contestadas “S!|" para comenzar la IL-2.

iTiene el paciente mds de 1000 granulocitos/mm® y mis de 30000 plaquetas/mm* sin soporte?
¢Un aspirado medular ha demostrado injerto de tas tres series?

iEstd el paciente afebril y no estd recibiendo antibiéticos o antifungicos excepto
tratamiento profilactico? )

¢Estd el paciente en remisidon de su enfermedad de base?

¢Tiene el paciente una funcién renal y hepdtica adecuada (creatinina, Br, GOT, GPT y F.A.)
menor al doble de la normalidad?

¢Tiene el paciente signos de toxicidad menor de grado 1i cardiaca, respiratoria o
neuroldégica?

Las preguntas 7 y 8 deben ser contestadas "NO" para comenzar la IL-2.

¢Ha recibido et paciente IL-2 previamente?

¢Ha recibido el paciente esteroides en los Gltimos 15 dias o pentoxifilina o factores de
crecimiento en los Ultimos tres dias?
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DATOS DEL DIAGNOSTICO INICIAL

Fecha del primer diagndstico: / /

TIPO DE LINFOMA O LEUCEMIA AL DIAGNOSTICO

1. LLA. Tipo:

LNH. Tipo:
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3. LH. Tipo:

ESTADIO CLINICO AL DIAGNOSTICO (EN LINFOMAS)

I
Ld 5. 11
L1 5. 111 "
I
SINTOMAS SISTEMICOS AL DIAGNOSTICO
L1, A
L1, 5

INFILTRACION DE LA MEDULA OSEA AL DIAGNOSTICO

E:] 1. ST
]

2. NO
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0S: RC: remision completa EE: enfermedad estable DESC: desconocido

RP: remisién parcial EP: enfermedad progresiva



EVALUACION DE LA ENFERMEDAD AL ENTRAR EN EL ESTUDIO

Fecha de la evaluacién: / /

ESTADO DE LA ENFERMEDAD AL ENTRAR EN EL ESTUDIO

Adenopatias SI NO
Tamafio maximo: cm X cm

Localizaciones:
laterocervicales
supraclaviculares
mediastinicas
celiacas
mesentéricas
retroperitoneales
iliacas

inguinales

Juoouodon

otras

Namero de localizaciones afectas:

Ipfiltracién de medula Osea SI NO
Tipo:

[::] paratrabecular

E:] nodular

] difuso

E:] otros

Porcentaje de CD19:
Situacidén actual:

remisidén completa

U

remisién parcial

Especificar nimero actual de remisién:




L] g1
REGIMEN DE ACONDICIONAMIENTO
QUIMIOTERAPIA
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CARACTERISTICAS DE LA INFUSION

'OLECCION DE CELULAS DE MEDULA OSEA O PERIFERICAS
togerlas al menos 15 dias tras la recuperacidén del udltimo régimen de
.mioterapia. :

"echa del harvest o de la dltima féresis: / /
Tolumen recolectado:
limero total de células nucleadas totales por kilo:

limero de células mononucleadas por kilo:

f[OS DE LA DEPURACION "EX VIVO" [::] NO [::] SI

Jimero de células mononucleadas por kilo:

fecha de la infusidn: / /
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DENCIAS HEMATOLOGICAS

INCIDENCIAS POST-TRASPLAN'TE

Recuperacidén granulocitaria.

Fecha:

/

/

Primer dia de tres dias consecutivos con mds de 500 granulocitos.

Recuperacidén plagquetar.

Fecha:

/

/

Primer dia de siete dias consecutivos con mds de
sin soporte transfusional.

Numero de unidades de plaquetas trasfundidas:

Numero de concentrados de hematies trasfundidos:

Numero de dias con factor de crecimiento:

20.000 plaqgquetas

.DENCIAS INFECCIONES

las totales de antibioterapia (no incluir dias de profilaxis):

fas totales de tratamiento antifungico:

Infeccidn 1

Infeccidén 2

Infeccidn 3

Origen [::]

Organismos:

Origen ]

Organismos:

Oorigen ]

Organismos:

Tipo [:]

Intensidad +—

Tipo ]

Intensidad [:j

Tipo ]

Intensidad [:j
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Origen de infeccién

. sangre

. tracto urinario
pulmonar
pleural
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. tracto gastroint.

. abdoninal
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. orofaringe

. herida quirirgica

. articulacién

. hueso
. catéter venoso
. otros (especificar)

Tipo de infeccién
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fingica
protozoaria

. micobacteriana

otros (especificar)

Intensidad infeccién:
{mdxina)
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3.
4.

leve
noderada
severa
vital
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EFECTOS ADVERSOS

MEDIDAS RELACION CON IL-2 INTENSIDAD
1. no requeridas 1. no relacionado Grado 1-4
FECHA FECHA 2. tratamiento 2. posibl. relacio. (sequn
ECTOS ADVERSOS INICIO RESOLUCION | 3. suspensién IL-2 3. probab. relacio apéndice)
4. reduccidén dosis IL-2 [ 4. definit. relac
SN |/ / / 2 3 4 1 2 3 12203
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POST IL-2

wd

S1

SEGUIMIENTO POST IL-2

Fecha de seguimiento:

/ Peso: Kg

SGUIMIENTO

Supervivencia: L] Vivo [::] Muerto [::] Perdido
Si el paciente fallece indicar fecha: / /

¢Tuvo enfermedad progresiva? D Si E:] No
Si es SI indicar dia de exploracién : / /

STUDIOS RADIOGRAFICOS

[::] Rx. Toérax
E:] TAC Abdomen
E:] TAC Toérax
:] TAC Craneal
[:] TAC Pelvis
'AMANO DEL TUMOR
Fecha Descripcién Dimensiones (cm) Método de estudio
TAC RMN Otros:
S/ X
TAC RMN Otros:
-/ X
TAC RMN Otros:
S X
TAC RMN Otros:
S/ X




POST IL-2

SEGUIMIENTO POST IL-2

S 2
Fecha de seguimiento: Peso: Kg
GUIMIENTO
Supervivencia: E:] vVivo ] Muerto ] Perdido
Si el paciente fallece indicar fecha: / /
¢Tuvo enfermedad progresiva? E:] Si [:] No
Si es SI indicar dia de exploracidn : / /
TUDIOS RADIOGRAFICOS
[ Rx. Térax h
E:] TAC Abdomen
E:] TAC Torax
[:] TAC Craneal
[ TAC Pelvis
\MANO DEL TUMOR
Fecha Descripcioén Dimensiones (cm) Método de estudio
TAC RMN Otros:
-/ X
TAC RMN Otros:
— X
TAC RMN Otros:
S X
TAC RMN Otros:
— X




POST IL-

2

SEGUIMIENTO POST IL-2

S 3
Fecha de seguimiento: / Peso: Kg
GUIMIENTO
Supervivencia: ] Vivo ] Muerto ] Perdido
Si el paciente fallece indicar fecha: / /
¢Tuvo enfermedad progresiva? L] Si L] No
Si es SI indicar dia de exploracién : / /
yTUDIOS RADIOGRAFICOS
L] Rx. Térax -
[:] TAC Abdomen
D TAC Tdérax
D TAC Craneal
!:] TAC Pelvis
\MANO DEL TUMOR
Fecha Descripcidn Dimensiones (cm) Método de estudio
TAC RMN Otros:
S/ X
TAC RMN Otros:
— X
TAC RMN Otros:
-/ X
TAC RMN Otros:
S/ X




20ST IL-

2

SEGUIMIENTO POST IL-2

5 12
Fecha de seguimiento: / Peso: Kg
SUIMIENTO
Supervivencia: ] Vivo ] Muerto ] Perdido
Si el paciente fallece indicar fecha: / /
¢Tuvo enfermedad progresiva? [:l Si l:] No
Si es SI indicar dia de exploracidén : / /
TUDIOS RADIOGRAFICOS
L Rx. Térax B
D TAC Abdomen
[_———l TAC Todrax
[:' TAC Craneal
L] TAC Pelvis
MANO DEL TUMOR
Fecha Descripcioén Dimensiones (cm) Método de estudio
TAC RMN Otros:
S/ X
TAC RMN Otros:
——/ X
TAC RMN Otros:
-/ X
TAC RMN Otros:
-/ X




POST IL-2

SEGUIMIENTO POST IL-2

iS 18
Fecha de seguimiento: / Peso: Kg
SGUIMIENTO
Supervivencia: L] Vivo ] Muerto ] Perdido
Si el paciente fallece indicar fecha: / /
¢Tuvo enfermedad progresiva? 1 Si L] No
Si es SI indicar dia de exploracidn : / /

STUDIOS RADIOGRAFICOS

Juubl

Rx.

TAC

TAC

TAC

TAC

Toérax
Abdomen
Toérax
Craneal

Pelvis

AMANO DEL TUMOR

Fecha Descripcidén Dimensiones (cm) Método de estudio

TAC RMN Otros:
S/ X

TAC RMN Otros:
Y S X

TAC RMN Otros:
-/ X

TAC RMN Otros:
—a X




OST IL-2
_—_ SEGUIMIENTO POST IL-2

24
echa de seguimiento: / /. Peso: Kg
UIMIENTO
upervivencia: ] vVivo E:] Muerto [ Perdido
Si el pacienté fallece indicar fecha: / /
‘Tuvo enfermedad progresiva? L] Si L] No
Si es SI indicar dia de exploracidn : / /
JUDIOS RADIOGRAFICOS
[::] Rx. Toérax B
[::] TAC Abdomen
E:j TAC Todrax
[:] TAC Craneal
E:j TAC Pelvis
MANO DEL TUMOR
Fecha Descripciodn Dimensiones (cm) Método de estudio
TAC RMN Otros:
Y X
TAC RMN Otros:
-/ X
TAC RMN Otros:
- X
TAC RMN Otros:
S/ X




