10

15

20

25

30

COMBINACIONES DE DIHIDROCLORURO DE HISTAMINA Y USO
DE ESTAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona méetodos para tratar el cancer en un
sujeto, evitar o retrasar la recaida de un cancer en un sujeto en remision,
prolongar la remision del cancer, aumentar la supervivencia, y disminuir o
aliviar los sintomas del céancer que comprende a) administrar
dihidrocloruro de histamina y un inhibidor de la proteina 1 de la muerte
celular programada (PD-1)/ligando 1 de la muerte programada (PD-L1) o
b) administrar opcionalmente un agente que disminuye las especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), junto con un
agonista del receptor de histamina. La presente invencion proporciona,
ademas, metodos para predecir la eficacia de un tratamiento contra el
cancer basado en una redistribucion de las células T citotoxicas,
frecuencia de células NK, u otros cambios bioquimicos, y métodos
relacionados para evitar la recaida al cancer y para prolongar la remision
de un céancer. Ademas, se proporcionan Kkits y composiciones

relacionadas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El dihidrocloruro de histamina se deriva de la amina biogénica histamina.
Suprime la produccién de especies reactivas de oxigeno que inhiben las
funciones de las células T y las células asesinas naturales (NK, por sus
siglas en inglés), lo que incluye su capacidad de respuesta a las citocinas
inmunoactivadoras. La coadministracion de la citocina interleucina (IL)-2
y dihidrocloruro de histamina ayuda a la activacion de las células T y las
células NK por la IL-2, lo que conduce a la destruccion de las células
cancerosas, lo que incluye aquellas de la leucemia mieloide aguda (AML,

por sus siglas en inglés).
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Los pacientes diagnosticados con leucemia mieloide aguda (AML)
reciben quimioterapia de induccion con el objetivo de alcanzar la
desaparicidbn microscopica de las células leucémicas y la reaparicion de
la hematopoyesis normal (remision completa, CR, por sus siglas en
inglés). La fase posterior a la remision incluye la quimioterapia de
consolidacion con el objetivo de erradicar las células leucémicas
indetectables. Sin embargo, la recaida en CR es comun, en particular en
pacientes de mayor edad (>60 afios), y explica significativamente por qué
solo una minoria de pacientes con AML adultos alcanzan una
supervivencia libre de leucemia a largo plazo (LFS, por sus siglas en
inglés). La perspectiva de una supervivencia a largo plazo después de
una recaida de AML es pobre. Por lo tanto, se necesita criticamente un

método para evitar la recaida de AML en CR y otros canceres.

Ademas, los investigadores son conscientes de que los tratamientos
contra el cancer con frecuencia no son eficaces optimamente porque,
aunque el sistema inmunitario puede reconocer células tumorales, puede
de todas maneras permanecer quiescente debido a mecanismos
inhibidores que limitan o apagan la respuesta antitumoral. Por ejemplo,
se descubrieron moléculas de superficie de células T reguladoras
negativas que se regulan positivamente en células T activadas para
disminuir su actividad, lo que resulta en una muerte menos eficaz de las
células tumorales. Estas moléculas inhibidoras se denominaron
moléculas coestimuladoras negativas debido a su homologia con la
molécula CD28 coestimuladora de células T. Estas proteinas, también
denominadas proteinas de punto de control inmunitario, funcionan en
multiples vias, lo que incluye la atenuacion de las sefiales de activacion
temprana, la competencia por la coestimulacidén positiva y la inhibicion

directa de las células presentadoras de antigeno.
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Una proteina de punto de control inmunitario, PD-1 (proteina 1 de la
muerte celular programada) también conocida como CD279
(conglomerado de diferenciacion 279), se expresa en células T y B
activadas, asi como también en monocitos implicados en la regulacion del
equilibrio entre activacion inmunitaria y tolerancia. El principal papel de
PD-1 es presumiblemente limitar la actividad de las células T en la
periferia durante una respuesta inflamatoria a la infeccion y limitar la
autoinmunidad. Los ligandos de PD-1 B7-H1/PD-L1 y B7-DC/PD-L2 se
regulan positivamente en respuesta a diversas citocinas proinflamatorias
y pueden unirse a PD-1 en células T activadas en tejidos inflamados, lo

gue limita de esta manera la respuesta inmunitaria.

Los ligandos de PD-1 se expresan en niveles superiores a los normales
en muchos tumores humanos, tales como carcinomas de pulmon, ovario
y colon, y melanomas, donde inhiben las respuestas de células T
antitumorales locales mediante su union a PD-1 en linfocitos infiltrantes
de tumor. La inhibicion de la interaccion entre PD-1 y PD-L1 puede
mejorar las respuestas de células T in vitro y mediar la actividad

antitumoral preclinica.

El uso de inhibidores del punto de control inmunitario (ICI, por sus siglas
en inglés), tales como PD-1, parece representar un enfoque prometedor
para la inmunoterapia del cancer mejorada. Sin embargo, la combinacion
de inhibidores de PD-1/PD-L1 con otros medios de activacion inmunitaria,
lo que incluye vacunas, a menudo no condujo a la mejora esperada de la

inmunoterapia.

Por lo tanto, se necesita un medio seguro y eficaz para una terapia
basada en el tratamiento con ICIl, basada particularmente en los
inhibidores de la via PD-1, en particular para una terapia de tumor, cancer

y/o enfermedades infecciosas.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En una modalidad, la presente invencion proporciona un método para
reducir la carga tumoral en un sujeto con cancer primario 0 metastasico
que comprende la etapa de: administrar una cantidad terapéutica de
dihidrocloruro de histamina e inhibidores de la proteina 1 de la muerte
celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular
programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que reduce de esta manera la

carga tumoral en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
reducir el riesgo de diseminacion tumoral metastasica en un sujeto con
cancer activo que comprende la etapa de: administrar una cantidad
terapéutica de dihidrocloruro de histamina e inhibidores de la proteina 1
de la muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte
celular programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que reduce de esta manera

el riesgo de diseminacion tumoral metastasica en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
evitar o retrasar la reaparicion, recurrencia o diseminacion metastasica
del cancer en un sujeto que comprende la etapa de: administrar una
cantidad terapéutica de dihidrocloruro de histamina e inhibidores de la
proteina 1 de la muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la
muerte celular programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que evita o retrasa
de esta manera la reaparicion, recurrencia o diseminacion metastasica de

dicho cancer en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
evitar la recaida a un cancer en un sujeto en remision de dicho cancer
gue comprende la etapa de: administrar una cantidad terapéutica de un
agonista del receptor de histamina e inhibidores de la proteina 1 de la

muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular
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programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que evita de esta manera la

recaida de dicho cancer en dicho sujeto en remision de dicho cancer.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
retrasar la recaida de un cancer en un sujeto en remision de dicho cancer
gue comprende la etapa de: administrar una cantidad terapéutica de un
agonista del receptor de histamina e inhibidores de la proteina 1 de la
muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular
programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que retrasa de esta manera la

recaida de dicho cancer en dicho sujeto en remision de dicho cancer.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
prolongar la remision de un cancer en un sujeto que comprende la etapa
de: administrar una cantidad terapéutica de un agonista del receptor de
histamina e inhibidores de la proteina 1 de la muerte celular programada
(PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular programada (PD-L1) a dicho
sujeto, lo que prolonga de esta manera la remision de dicho cancer en

dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
aumentar la supervivencia de un sujeto en remision de un cancer que
comprende la etapa de: administrar una cantidad terapéutica de un
agonista del receptor de histamina e inhibidores de la proteina 1 de la
muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular
programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que aumenta de esta manera la

supervivencia de dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
prolongar el tiempo de supervivencia de un sujeto en remision de un
cancer que comprende la etapa de: administrar una cantidad terapéutica

de un agonista del receptor de histamina e inhibidores de la proteina 1 de
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la muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular
programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que prolonga de esta manera el

tiempo de supervivencia de dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
reducir el crecimiento tumoral maligno en un sujeto que comprende la
etapa de: administrar una cantidad terapéutica de un agonista del receptor
de histamina e inhibidores de la proteina 1 de la muerte celular
programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular programada (PD-
L1) a dicho sujeto, lo que reduce de esta manera el crecimiento del tumor

maligno en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
disminuir o aliviar los sintomas del cancer en un sujeto en remision de un
cancer que comprende la etapa de: administrar una cantidad terapéutica
de un agonista del receptor de histamina e inhibidores de la proteina 1 de
la muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular
programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que disminuye o alivia de esta

manera dichos sintomas de cancer en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un kit para
prolongar la remision de un cancer en un sujeto que comprende a) una
cantidad terapéutica de un agonista del receptor de histamina e
inhibidores de la proteina 1 de la muerte celular programada (PD-1) o del
ligando 1 de la muerte celular programada (PD-L1) e instrucciones para

el uso de dicho Kkit.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
predecir la eficacia de un tratamiento contra el cancer en un sujeto que
comprende las etapas de: a) obtener una primera muestra de sangre de

dicho sujeto; b) administrar un ciclo de un tratamiento o un tratamiento
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propuesto para dicho cancer a dicho sujeto; c) obtener una segunda
muestra de sangre de dicho sujeto una vez completado dicho ciclo de
tratamiento; y d) medir la frecuencia de fenotipos de células T citotdxicas
CD8+ en dicha primera muestra de sangre y dicha segunda muestra de
sangre, en donde si hay una redistribucion de células T citotoxicas de
manera que hay una reduccion en la frecuencia de células de memoria T
efectoras (Tem) y un aumento en la frecuencia de células T efectoras (Tef)
en dicha segunda muestra de sangre en comparacion con dicha primera
muestra de sangre, entonces se predice que dicho tratamiento contra el
cancer sera eficaz en dicho sujeto y en donde si no hay redistribucién de
células T citotoxicas en dicha segunda muestra de sangre en
comparacion con dicha primera muestra de sangre, entonces se predice
que dicho tratamiento contra el cancer no sera eficaz en dicho sujeto, lo
gue predice de esta manera la eficacia de dicho tratamiento contra el

cancer en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
evitar la recaida de un cancer en un sujeto en remision de dicho cancer
gue comprende las etapas de: a) obtener una primera muestra de sangre
de dicho sujeto; b) administrar un ciclo de un tratamiento o un tratamiento
propuesto para dicho cancer a dicho sujeto; c) obtener una segunda
muestra de sangre de dicho sujeto una vez completado dicho ciclo de
tratamiento; d) medir la frecuencia de fenotipos de células T citotdxicas
CD8" en dicha primera muestra de sangre y dicha segunda muestra de
sangre, y e) administrar ciclos adicionales de dicho tratamiento a dicho
sujeto si hay una redistribucion de células T citotoxicas de manera que
haya una reduccion en la frecuencia de células de memoria T efectoras
(Tem) y un aumento en la frecuencia de células T efectoras T (Teff) en dicha
segunda muestra de sangre en comparacion con dicha primera muestra
de sangre, lo que evita de esta manera la recaida de dicho cancer en

dicho sujeto.
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En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
prolongar la remision de un cancer en un sujeto que comprende las
etapas de: a) obtener una primera muestra de sangre de dicho sujeto; b)
administrar un ciclo de un tratamiento o un tratamiento propuesto para
dicho cancer a dicho sujeto; c¢) obtener una segunda muestra de sangre
de dicho sujeto una vez completado dicho ciclo de tratamiento; d) medir
la frecuencia de fenotipos de células T citotdxicas CD8+ en dicha primera
muestra de sangre y dicha segunda muestra de sangre, y e) administrar
ciclos adicionales de dicho tratamiento a dicho sujeto si hay una
redistribucion de células T citotoxicas de manera que haya una reduccion
en la frecuencia de células de memoria T efectoras (Tem) Yy un aumento
en la frecuencia de células T efectoras (Tef) en dicha segunda muestra
de sangre en comparacion con dicha primera muestra de sangre, lo que

prolonga de esta manera la remision de dicho cancer en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
prevenir la recaida a la leucemia mieloide aguda (AML) en un sujeto con
AML en remision completa (CR) después de la gquimioterapia que
comprende las etapas de: a) obtener una primera muestra de sangre de
dicho sujeto; b) administrar un primer ciclo de dihidrocloruro de histamina
e interleucina-2 (IL-2) a dicho sujeto; c) obtener una segunda muestra de
sangre de dicho sujeto una vez completado dicho primer ciclo de
tratamiento; d) medir la distribucion de fenotipos de células T citotdxicas
CD8" en dicha muestra de sangre; y e) administrar ciclos adicionales de
dihidrocloruro de histamina e IL-2 a dicho sujeto si hay una redistribucion
de las células T citotdxicas en dicha segunda muestra de sangre en
comparacion con dicha primera muestra de sangre, de manera que hay
una reduccion en la frecuencia de células de memoria T efectoras (Tem) Yy
un aumento en la frecuencia de las células T efectoras (Ter), |0 que evita

de esta manera la recaida a AML en dicho sujeto.
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En otra modalidad, la presente invencion proporciona un kit para predecir
la eficacia de un tratamiento contra el cancer en un sujeto que comprende
una cantidad terapéutica de un agonista del receptor de histamina, un
inmunoestimulante, un medio para medir los fenotipos citotéxicos CD8+

e instrucciones para el uso de dicho kit.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
predecir la eficacia de un tratamiento contra el cancer en un sujeto que
comprende las etapas de: (a) obtener una primera muestra de sangre de
dicho sujeto; (b) administrar un ciclo de un tratamiento o un tratamiento
propuesto para dicho cancer a dicho sujeto; (c) obtener una segunda
muestra de sangre de dicho sujeto una vez completado dicho ciclo de
tratamiento; y (d) medir la frecuencia de células NK en dicha primera
muestra de sangre y en dicha segunda muestra de sangre, en donde si
hay un aumento en la frecuencia de células NK en dicha segunda muestra
de sangre en comparacion con dicha primera muestra de sangre,
entonces se predice que dicho tratamiento contra el cancer sera eficaz en
dicho sujeto y en donde si no hay aumento en la frecuencia de células NK
en dicha segunda muestra de sangre en comparacion con dicha primera
muestra de sangre, entonces se predice que dicho tratamiento de cancer
no sera eficaz en dicho sujeto, lo que predice de esta manera la eficacia

de dicho tratamiento contra el cancer en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
predecir la eficacia de un tratamiento contra el cancer en un sujeto que
comprende las etapas de: (a) obtener una primera muestra de sangre de
dicho sujeto; (b) administrar un ciclo de un tratamiento o un tratamiento
propuesto para dicho cancer a dicho sujeto; (c) obtener una segunda
muestra de sangre de dicho sujeto una vez completado dicho ciclo de
tratamiento; y (d) medir los niveles de expresion de un biomarcador en

dicha primera muestra de sangre y dicha segunda muestra de sangre, en



10

15

20

25

30

donde si hay un aumento en el nivel de expresion del biomarcador en
dicha segunda muestra de sangre en comparacion con dicha primera
muestra de sangre, entonces se predice que dicho tratamiento contra el
cancer sera eficaz en dicho sujeto y en donde si no hay aumento en el
nivel de expresion del biomarcador en dicha segunda muestra de sangre
en comparacion con dicha primera muestra de sangre, entonces se
predice que dicho tratamiento de cancer sera ineficaz en dicho sujeto, lo
gue predice de esta manera la eficacia de dicho tratamiento contra el

cancer en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
predecir la eficacia de un tratamiento contra el cancer en un sujeto que
comprende las etapas de: (a) obtener una primera muestra de sangre de
dicho sujeto; (b) administrar un ciclo de un tratamiento o un tratamiento
propuesto para dicho cancer a dicho sujeto; (c) obtener una segunda
muestra de sangre de dicho sujeto una vez completado dicho ciclo de
tratamiento; y (d) medir los niveles de expresion de un biomarcador en
dicha primera muestra de sangre y dicha segunda muestra de sangre, en
donde si hay una disminucion en el nivel de expresion del biomarcador en
dicha segunda muestra de sangre en comparacion con dicha primera
muestra de sangre, entonces se predice que dicho tratamiento contra el
cancer sera eficaz en dicho sujeto y en donde si no hay disminucién en el
nivel de expresion del biomarcador en dicha segunda muestra de sangre
en comparacion con dicha primera muestra de sangre, entonces se
predice que dicho tratamiento contra el cancer no sera eficaz en dicho
sujeto, lo que predice de esta manera la eficacia de dicho tratamiento

contra el cancer en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para el

tratamiento de un cancer en un sujeto que comprende la etapa de:

10
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administrar una cantidad terapéutica de un agente que disminuye las

especies reactivas de oxigeno (ROS) a dicho sujeto.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

El objeto considerado como la invencion se sefiala particularmente y se
reivindica claramente en la porcion conclusiva de la descripcion. La
invencion, sin embargo, tanto en organizacion como en meétodo de
operacion, junto con objetivos, caracteristicas y ventajas de esta, puede
entenderse mejor por referencia a la descripcion detallada siguiente

cuando se lee con las figuras adjuntas en las que:

Figura 1. Tamafo tumoral individual de cada sujeto en los cuatro
grupos de tratamiento. Se muestra el tamafio del tumor para cada sujeto
en los grupos de tratamiento control (n=29), histamina (n=29), o-
PD1/PDL1 (n=8) e histamina + a-PD1/PDL1 (n=8) en los dias 8, 11y 13
durante la progresion tumoral. El tamafio del tumor se indica como % del
control, donde el 100 % era el tamafo medio de los tumores del control 2

semanas después de la inoculacion del tumor.

Figura 2. Tamanio medio del tumor en los cuatro grupos de
tratamiento. Se muestra la media + error estandar de la media (s.e.m.,
por sus siglas en inglés) del tamafio tumoral en los grupos de tratamiento
control (n=29), histamina (n=29), a-PD1/PDL1 (n=8) e histamina + a-
PD1/PDL1 (n=8) en los dias 8, 11 y 13 durante la progresion del tumor.
Los grupos se compararon estadisticamente mediante el uso de un
ANOVA de dos vias. * p <0.05, *** p <0.001. Todos los valores de p
indicados son bilaterales. El tamafio del tumor se indica como % del
control, donde el 100 % era el tamafio medio de los tumores del control 2

semanas después de la inoculacion del tumor.

11
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Figura 3. Tamafio del tumor en los cuatro grupos de tratamiento. El
tamafio de los tumores en los cuatro grupos de tratamiento se muestra
como diagramas de caja en los puntos de tiempo respectivos de la
medicién del tumor. Los cuadros muestran los cuartiles 25° y 75del
tamano del tumor con la mediana del tamafio del tumor indicada por una
linea horizontal. Los bigotes indican los valores mas altos y mas bajos del
tamafio del tumor. Los valores de p se calcularon mediante el uso de la
pruebat de Student. * p <0.05, ** p <0.01, ** p <0.001. Todos los valores
de p indicados son bilaterales. El tamafio del tumor se indica como % del
control, donde el 100 % era el tamafo medio de los tumores del control 2

semanas después de la inoculacion del tumor.

Figura 4. Descripcion general del ensayo fase IV Re:Mission. Los
pacientes con AML elegibles en la primera remision completa (CR)
recibieron diez ciclos de 3 semanas de HDC/IL-2 durante 18 meses. Se
aislaron las células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus
siglas en inglés) de la sangre colectada antes y después de los ciclos 1y
3. Los pacientes fueron seguidos durante 6 meses después de completar

el ultimo ciclo de tratamiento.

Figura 5. Pacientes analizados. Diagrama de flujo que muestra el
namero de pacientes incluidos en el estudio y el nUmero de muestras

analizadas exitosamente.

Figura 6. Distribuciéon de subconjuntos CD8* en pacientes con AML
sin recaiday con recaida durante lainmunoterapia con HDC/IL-2. (A)
Conteos sanguineos de células T CD8" antes (ciclo 1, dia 1, C1D1) y
después (C1D21) del primer y tercer ciclo de tratamiento con HDC/IL-2
(C1D1 n=62; C1D21 n=54; C3D1 n=52; C3D21 n=51). (B) Estrategia de
clasificacion para determinar células virgenes (Tn; CD45RATCCR77), de

memoria central (Tcw; CD45RO*CCR7"), de memoria efectora (Tewm;

12
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CD45ROCCR7?) y efectoras (Ter; CD45RA'CCR7?) dentro del
compartimiento de células T CD8*. (C-F) Frecuencia de las
subpoblaciones de células T CD8" Tn (C), Tem (D), Tem (E) y Tert (F) en
pacientes sin recaida (n=18) y con recaida (n=26) al inicio (C1D1) o al
final (C1D21) del primer ciclo de inmunoterapia. El analisis estadistico se

realiz6 mediante la prueba t de Student pareada.

Figura 7. Impacto de los subconjuntos CD8+ al inicio de la
inmunoterapia en la LFS. Los pacientes se dicotomizaron en base al
porcentaje medio de células T CD8+ Tn (A) Tem (B), Tem (C) y Tert (D) en
muestras de sangre colectadas antes del primer ciclo de tratamiento de

HDC/IL-2. La LFS se analiz6 mediante la prueba de rangos logaritmicos.

Figura 8. Impacto de la distribucion alterada de subconjuntos CD8+
en el resultado clinico de pacientes que reciben HDC IL-2. En (A-D)
todos los pacientes, y en (Fl) los pacientes > 60 afios, se dicotomizaron
en base a la induccion o reduccion de la frecuencia de subconjuntos de
células T CD8+ durante el primer ciclo de tratamiento, seguido por el
analisis de LFS y OS mediante la prueba de rangos logaritmicos. En (E)
todos los pacientes, y en (J) los pacientes > 60 afos de edad, se
dicotomizaron en base a la transicion (trans) o ninguna transicion de
células Tem a Terr, y la LFS y la OS se analizaron mediante la prueba de
rangos logaritmicos. Un paciente se considerd positivo a la transicion por
la aparicion de una reduccién de las células Tem (%) y una induccion

simultanea de células Tett (%) durante el primer ciclo de tratamiento.

Figura 9. Correlacion negativa entre los cambios en la distribucion
de células Tem Yy Terr durante la inmunoterapia. Se correlacionaron los
cambios en la frecuencia de Tem (eje-y) vy Terr (eje-x) CD8+ durante el

primer ciclo de tratamiento con HDC/IL-2. Los pacientes sin recaidas se
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marcan con puntos rojos, mientras que los pacientes con recaidas se

marcan con puntos negros.

Figura 10. Distribucion de poblaciones de células T CD8+ en
pacientes de menor edad y de mayor edad que recibieron HDC/IL-2.
(A-D) Frecuencia de las subpoblaciones de células Tn, Tcm, Tem Y Tes
CD8+ en pacientes <60 afios (n=17) y pacientes >60 afios (n=27) antes
(ciclo 1, dia 1; C1D1) o después (C1D21) del ciclo 1 de la inmunoterapia
con HDC/IL-2. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba t de
Student pareada. En (E-L) los pacientes <60 afos de edad se
dicotomizaron en base a la induccion o reduccion de la frecuencia de los
diferentes subconjuntos CD8+ durante el primer ciclo de tratamiento,
seguidos de los analisis de la LFS y la OS mediante la prueba de rangos
logaritmicos. En (M-N), los pacientes <60 afios de edad se dicotomizaron
en base a la transicion o ninguna transicion de células Tem a Terr, Y la LFS

y la OS se analizaron mediante la prueba de rangos logaritmicos.

Figura 11. Expresion de marcadores de activacion en células T CD8+
durante la inmunoterapia con HDC/IL-2. Frecuencia de células (A)
CD25+ y (B) CD69+ dentro de la poblacion CD3+CD8+ (ciclo 1, dia 1;
C1D1 n=62; C1D21 n=63). (C) Intensidad media de fluorescencia (MFI,
por sus siglas en inglés) de HLA-DR en células T CD3+ CD8+ (n=44). (D)
Las muestras de sangre colectadas al inicio (C1D1) o al final (C1D21) del
primer ciclo de inmunoterapia se estimularon con PMA/ionomicina
seguido por tincion intracelular de IFN-y. Los diagramas de caja muestran
la frecuencia de células T CD8+ productoras de IFN-y antes y después
del primer ciclo de tratamiento (C1D1 n=58; C1D21 n=63). El analisis
estadistico se realizO mediante la prueba t de Student pareada. La
reduccion de la intensidad de HLA-DR durante el ciclo 1 (que se muestra
en el panel C) se mantuvo significativa estadisticamente en el analisis no

paramétrico (prueba de rango con signo de Wilcoxon, P=0.0003).
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Figura 12. Impacto de la expresion de HLA-DR y las células T CD8"
especificas de la leucemia en la LFS en pacientes que recibieron
HDCI/IL-2. (A) Los pacientes se dicotomizaron mediante la expresion
media de HLA-DR en células T CD3"CD8* al inicio de la terapia (C1D1,
n=44) o después del primer ciclo de tratamiento (C1D21; n=47). LaLFSy
la OS se analizaron mediante la prueba de rangos logaritmicos. (B-C) Se
estimularon muestras de sangre de pacientes sometidos a tratamiento
con HDC/IL-2 con un conjunto de péptidos de antigenos asociados a la
leucemia (péptidos de AML) o un conjunto de péptidos de CMV, EBV y
virus de la influenza (péptidos de CEF), o sin péptidos (control negativo).
El porcentaje de células T CD8y+ Productoras de IFN-y ga determind por
citometria de flujo. En (B) diagramas de puntos representativos muestran
la produccion de IFN-y yen muestras sin estimulacion y muestras
estimuladas con péptidos de AML o CEF. En (C) los pacientes se
dicotomizaron en base a la presencia o ausencia de células T CD8*
especificos de la AML o CEF, seguidos del analisis de la LFS mediante la
prueba de rangos logaritmicos. En los dltimos analisis solo se
consideraron los pacientes sin eventos que se produjeran antes del Gltimo
punto de analisis de las células T especificas de antigeno (C3D21; 105

dias).

Figura 13. Impacto de la transicion de células Tem a Teft y €xpresion
de NKp46 de células NK sobre el resultado clinico. (A-B) Los
pacientes se consideraron positivos a la transicidbn cuando mostraron una
reduccion de células Tem (%) y una induccion simultanea de células Te
(%) durante el primer ciclo de tratamiento, y se consideraron NKp463@
cuando sus células NKCD16" expresaron niveles superiores a la mediana
de NKp46 después del primer ciclo de inmunoterapia (C1D21). Los datos
muestran la LFS y la OS (analizadas mediante la prueba de rangos

logaritmicos para la tendencia) de pacientes con transicion Tem-Tes Y
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NKp462@ (ambos), solo transicién, solo NKp462', sin transicion Tem-Teft Y

baja expresion de NKp46 (ninguno).

Figura 14. Induccién y activacion de células NK en pacientes por
debajo y por encima de los 60 afios de edad. Los diagramas de caja
en el panel A-F muestran el nimero de células NK CD16+ o CD5gPrlante
en sangre (A y D) y la intensidad media de fluorescencia (MFI) de NKp30
(By E)yNKp46 (Cy F)en células NK CD16* o CD56""a" gantes (C1D1)
y después (C1D21) del primer ciclo de tratamiento de 21 dias con HDC/IL-
2 en pacientes <60 afios (joven, blanco; conteos de células NK, n =17,
expresion de NCR, n =21) y >60 afios (viejo, gris; conteos de células NK,
n =30, expresion de NCR, n =35). La induccién de los conteos de células
NK y la expresion de NCR se analizaron mediante el uso de la prueba t

de Student pareada.

Figura 15: Impacto de la expresion de NCR de las células NK en la
supervivencia libre de leucemia (LFS) y la supervivencia general
(OS, por sus siglas en inglés) en pacientes con AML de mayor edad.
En los paneles A-D, se muestran la LFS y la OS para pacientes de mayor
edad (>60), dicotomizados en base a la mediana por encima (roja) o por
debajo (negra) de NKp30 (A y C) o NKp46 (B y D) expresion en células
NK CD16" antes (A 'y B) o después (C y D) del primer ciclo de tratamiento
con HDC/IL-2.

Figura 16. La inmunoterapia con HDC/IL-2 aumenta los conteos de
glébulos blancos y disminuye los niveles de monocitos en la sangre. Los
paneles A-D muestran conteos de sangre periférica de (A) glébulos
blancos, (B) eosindfilos, (C) neutrdfilos y (D) monocitos antes (dia 1; D1)
y después (dia 21; D21) de ciclos 1 (C1) y 3 (C3) de inmunoterapia con
HDCI/IL-2. Se empled la prueba t de Student pareada para analizar las
diferencias entre puntos de tiempo. En los paneles, los pacientes E-F se

dicotomizaron en base a la reduccion media de monocitos durante el ciclo
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1, seqguido por el andlisis de la LFS y la OS mediante la prueba de rangos

logaritmicos.

Figura 17. Impacto de la expresiéon del H2R de histaminaen laLFSy
la OS. Los paneles A-B muestran la expresion de H2R de monocitos (A)
CD14++y (B) CD16" durante los ciclos de HDC/IL-2 segun se analizaron
mediante la prueba t de Student pareada. En los paneles C-F los
pacientes se dicotomizaron en base a la expresion media de H2R (MFI)
de monocitos (Cy E) CD14++ 0 (Dy F) CD16" en ciclo 1 dia 21 (C1D21)
de inmunoterapia seguido de andlisis de la LFS y la OS mediante la

prueba de rangos logaritmicos.

Figura 18. Redistribuciéon de marcadores de superficie mieloides
durante la inmunoterapia con HDC/IL-2. ElI panel A muestra la
expresion de HLA-DR, CD40 y CD86 (MFI) en monocitos CD14+ en ciclos
1y 3enlosdias 1y 21. Los paneles B-D muestran los datos de expresion
correspondientes para (B) monocitos CD16", (C) DC CD1c+ y (D) DC
CD141+. Se empled la prueba t de Student pareada para analizar las

diferencias entre los puntos de tiempo.

Figura 19. La expresion de HLA-ABC en células mieloides predice la
LFS durante el tratamiento con HDC/IL-2. Los paneles A-D muestran
la expresibn de HLA-ABC en puntos de tiempo indicados para los
subconjuntos siguientes de células mieloides: (A) monocitos CD14+, (B)
monocitos CD16%, (C) DC CD1c+y (D) DC CD141+. Se emple0 la prueba
t de Student pareada para analizar las diferencias entre los puntos de
tiempo. En los paneles E (LFS) y F (OS) los pacientes se dicotomizaron
en base a la expresion media de HLA-ABC de monocitos CD14+ en el
ciclo 1 dia 1 (C1D1) seguido del andlisis de la LFS y la OS mediante la

prueba de rangos logaritmicos.
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Figura 20. Impacto de la expresion de HLA-ABC en monocitos sobre
el resultado de pacientes con o sin conteos altos de TEM CD8+ al
comienzo de la inmunoterapia o transicion de TEM a TEff durante la
inmunoterapia. En los paneles A-C, los pacientes con conteos altos o
bajos de células TEM CD8+ en el ciclo 1 dia 1 (C1D1) se dicotomizaron
en base a la expresion media de HLA-ABC en monocitos CD14+ en C1D1
seguido del analisis de la LFS o la OS mediante la prueba de rangos
logaritmicos. Los paneles D-F muestran los resultados correspondientes
para pacientes que alcanzaron o no la transicion de células TEM a TEff

CD8+ durante el ciclo 1 de inmunoterapia.

Figura 21. Los pacientes con CMML presentan células leucémicas
con propiedades inmunosupresoras. El panel A muestra una
estrategia de clasificacion representativa para células mononucleares
CMML en sangre periférica. La poblacion verde comprende células
CD14+ leucémicas maduras, mientras que los blastos CD34+ inmaduros
se representan en azul. (B) Analisis de citometria de flujo de gp91phox y
H2R en células CD14+ y CD34+ en sangre periférica de pacientes con
CMML (n=11) y controles sanos (n=10). El panel C muestra una medicion
de ROS representativa de células CMML CD14+ ordenadas por FACS
con o sin inhibicion con HDC (50 uM), ranitidina (10 uM) y AH202399AA
(10 uM), mientras que el panel D muestra 11 experimentos combinados
mediante el uso del inhibidor de NOX2 HDC (100 uM, p <0.001). El panel
D se analiz6 mediante el uso de la prueba de los rangos con signo de

Wilcoxon para datos pareados.

Figura 22. Las células de CMML gque producen ROS deterioran la
funcion de las células NK. El panel A muestra una micrografia confocal
que representa la interaccion entre una célula NK (izquierda) y una célula
de CMML CD14+ (derecha). La mancha azul representa la tincion DAPI

del nucleo y el colorante verde se une al gp91phox unido a la membrana.
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(B) degranulacion contra células CMML CD14+ por células NK
estimuladas con IL-2 (n=9) en presencia o ausencia del anticuerpo anti-
CD33 lintuzumab (1 pg/ml) y HDC (100 uM). Los datos se analizaron
mediante el uso de la prueba t de Student pareada con la correccién de
Bonferroni. El panel C muestra la muerte de células NK (n=6) después de
una incubacién durante toda la noche con células CMML en proporciones
gue oscilan entre 16:1 y 1:1. Para cada donante, el grado de células
apoptaticas NK de la primera relacion NK:CMML con al menos 50 % de
células NK apoptoticas se muestra en la figura. Cuando se indica, el
inhibidor de NOX2 HDC (100 uM), el inhibidor de PARP-1 PJ34 (0.5 pM),
el inhibidor de NOX2 DPI (3 uM) o la catalasa (200 U/ml) estuvieron
presentes durante la incubacion durante toda la noche. El efecto de los
inhibidores sobre la apoptosis de células NK inducida por CMML se
analizd6 mediante ANOVA de una via seguido por la prueba de

comparacion multiple de Bonferroni.

Figura 23. Las células T CD8+ son sensibles a la muerte celular
mediada por ROS inducida por células CMML. El panel A muestra la
apoptosis de células T CD8+ (n=4) después de la incubacion durante toda
la noche con células CMML en relacion 1:1 en presencia o ausencia de
inhibidores HDC (100 pM), inhibidor de PARP-1 PJ34 (0.5 pM), inhibidor
de NOX2 DPI (3 uM) o catalasa (200 U/ml). Analizado por ANOVA de una
via seguido por la prueba de comparacion multiple de Bonferroni. En el
panel B, los subconjuntos de células T CD8+ indicadas se ordenaron e
incubaron durante toda la noche con células CMML en una relacion 1:1
con o sin inhibidor de NOX2 DPI (3 uM, n=3). Las células TN se definieron
como CD45RA+CCR7+, las Tem como CD45RO+CCR7+, las Tem como
CD45RO+CCRY7-y las Ter como CD45RA+CCR7-. Analizado por ANOVA

de una via seguido por la prueba de comparacién multiple de Bonferroni.
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Figura 24. Expresion de receptores de células NK activadores en
pacientes con CMML. El panel A muestra la intensidad media de
fluorescencia (MFI) de los receptores NKp30, NKp46, NKp80, NKG2D,
DNAM-1y 2B4, mientras que el panel B muestra el porcentaje de células
NK positivas para los receptores correspondientes. En el panel Ay B, los
pacientes con CMML (n=10) se dividieron en blastocitos CD34+ por
encima (n=5) o por debajo (n=5) del 2 % en PBMC y se compararon con
controles emparejados por edad (H.D, n=10). Los datos se analizaron

mediante la prueba t de Student.

Figura 25. Regulacion negativa mediada por ROS de receptores
activadores. (A) Se incubaron conjuntamente células NK y monocitos de
donantes sanos durante toda la noche en presencia o ausencia del
inhibidor de PARP-1 PJ34 (0.5 uM). Se muestran las intensidades medias
de fluorescencia (MFI) para los receptores NKp46, NKp80, DNAM-1 vy

CD16. Datos analizados por la prueba t de Student.

Se apreciara que, por simplicidad y claridad de las ilustraciones, los
elementos mostrados en las figuras no se dibujaron necesariamente a
escala. Por ejemplo, las dimensiones de algunos de los elementos
pueden exagerarse con relacidon a otros elementos para mayor claridad.
Ademas, cuando se considerd apropiado, las referencias numeéricas
pueden repetirse entre las figuras para indicar elementos

correspondientes o0 analogos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION

En la siguiente descripcion detallada se exponen numerosos detalles
especificos para proporcionar una mejor comprension de la invencion. Sin
embargo, los expertos en la técnica entenderan que la presente invencion

puede practicarse sin estos detalles especificos. En otros casos los
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métodos, procedimientos y componentes bien conocidos no se describen

en detalle para no oscurecer la presente invencion.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para el
tratamiento de un cancer en un sujeto que comprende la etapa de:
administrar una cantidad terapéutica de un agonista del receptor de
histamina con otro agente terapéutico a dicho sujeto, de esta manera se
trata dicho cancer en dicho sujeto. En una modalidad, el agente
terapéutico es un inhibidor de la proteina 1 de la muerte celular
programada (PD-1). En otra modalidad, el agente terapéutico es un

inhibidor del ligando 1 de la muerte celular programada (PD-L1).

En una modalidad, la presente invencion proporciona un método para
reducir la carga tumoral en un sujeto con cancer primario o metastasico
gue comprende la etapa de: administrar una cantidad terapéutica de
dihidrocloruro de histamina e inhibidores de la proteina 1 de la muerte
celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular
programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que reduce de esta manera la

carga tumoral en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
reducir el riesgo de diseminacion tumoral metastasica en un sujeto con
cancer activo que comprende la etapa de: administrar una cantidad
terapéutica de dihidrocloruro de histamina e inhibidores de la proteina 1
de la muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte
celular programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que reduce de esta manera

el riesgo de diseminacion tumoral metastasica en dicho sujeto.
En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para

evitar o retrasar la reaparicion, recurrencia o diseminacion metastasica

del cancer en un sujeto que comprende la etapa de: administrar una
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cantidad terapéutica de dihidrocloruro de histamina e inhibidores de la
proteina 1 de la muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la
muerte celular programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que evita o retrasa
de esta manera la reaparicion, recurrencia o diseminacién metastasica de

dicho cancer en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
evitar la recaida a un cancer en un sujeto en remision de dicho cancer
gue comprende la etapa de: administrar una cantidad terapéutica de un
agonista del receptor de histamina e inhibidores de la proteina 1 de la
muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular
programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que evita de esta manera la

recaida de dicho cancer en dicho sujeto en remision de dicho cancer.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
retrasar la recaida de un cancer en un sujeto en remision de dicho cancer
gue comprende la etapa de: administrar una cantidad terapéutica de un
agonista del receptor de histamina e inhibidores de la proteina 1 de la
muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular
programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que retrasa de esta manera la

recaida de dicho cancer en dicho sujeto en remision de dicho cancer.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
prolongar la remision de un cancer en un sujeto que comprende la etapa
de: administrar una cantidad terapéutica de un agonista del receptor de
histamina e inhibidores de la proteina 1 de la muerte celular programada
(PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular programada (PD-L1) a dicho
sujeto, lo que prolonga de esta manera la remision de dicho cancer en

dicho sujeto.
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En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
aumentar la supervivencia de un sujeto en remision de un cancer que
comprende la etapa de: administrar una cantidad terapéutica de un
agonista del receptor de histamina e inhibidores de la proteina 1 de la
muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular
programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que aumenta de esta manera la

supervivencia de dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
prolongar el tiempo de supervivencia de un sujeto en remision de un
cancer que comprende la etapa de: administrar una cantidad terapéutica
de un agonista del receptor de histamina e inhibidores de la proteina 1 de
la muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular
programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que prolonga de esta manera el

tiempo de supervivencia de dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
reducir el crecimiento tumoral maligno en un sujeto que comprende la
etapa de: administrar una cantidad terapéutica de un agonista del receptor
de histamina e inhibidores de la proteina 1 de la muerte celular
programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular programada (PD-
L1) a dicho sujeto, lo que reduce de esta manera el crecimiento del tumor

maligno en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
disminuir o aliviar los sintomas del cancer en un sujeto en remision de un
cancer que comprende la etapa de: administrar una cantidad terapéutica
de un agonista del receptor de histamina e inhibidores de la proteina 1 de
la muerte celular programada (PD-1) o del ligando 1 de la muerte celular
programada (PD-L1) a dicho sujeto, lo que disminuye o alivia de esta

manera dichos sintomas de cancer en dicho sujeto.
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En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un kit para
prolongar la remisién de un cancer en un sujeto qgue comprende a) una
cantidad terapéutica de un agonista del receptor de histamina e
inhibidores de la proteina 1 de la muerte celular programada (PD-1) o del
ligando 1 de la muerte celular programada (PD-L1) e instrucciones para

el uso de dicho Kkit.

Inhibidores de PD-1

En una modalidad, un tratamiento contra el cancer de la presente
invencion comprende la administracion de un inhibidor de PD-1, en
combinacion con uno o0 mas agentes terapeuticos como se describe en la
presente. En una modalidad, el inhibidor de PD-1 es un anticuerpo. En
una modalidad, el anticuerpo es un anticuerpo antagonista o un
anticuerpo codificado por acido nucleico (intracuerpo). En otra modalidad,
el inhibidor de PD-1 es un ARNip, un ARN antisentido, una proteina que
comprende (o un acido nucleico que codifica para) una secuencia de
aminoacidos capaz de unirse a PD-1 pero que impide la sefalizacion de
PD-1 (por ejemplo, una proteina de fusion de un fragmento de PD-L1 o
PD-L2 y la parte Fc de una inmunoglobulina), una proteina soluble (o un
acido nucleico que codifica una proteina soluble) que compite con la PD-
1 unida a la membrana para la union de sus ligandos PD-L1 y PD-L2; o
un inhibidor de molécula pequefia capaz de inhibir la sefializacion de la
via PD-1.

En una modalidad, el inhibidor de PD-1 es el anticuerpo anti-PD1
Nivolumab (MDX-1 106/BMS-936558/ON0-4538), (Brahmer y otros,
2010. J Clin Oncol. 28(19):31 67-75; PMID: 2051 6446); o Pidilizumab
(CT-011), (Bergery otros, 2008. Clin Cancer Res. 14(10):3044-51; PMID:
18483370); y MK-3475 (SCH 900475). En otra modalidad, el anticuerpo

anti-PD1 es Pembrolizumab.
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En otra modalidad, el inhibidor de la via de PD-1 es un anticuerpo (o un
acido nucleico que codifica para un anticuerpo) dirigido contra un ligando
de PD-1, en una modalidad, un anticuerpo que se une especificamente al
dominio extracelular del ligando PD-1 o PD-2. En una modalidad, el
anticuerpo se une de forma proximal y disruptiva al sitio de unién de PD-

1 o PD-2 en el ligando.

Inhibidores de PD-L1

En una modalidad, el anticuerpo anti-PD-L1 es MDX-1 105/BMS-936559
(Brahmer y otros, 2012. N Engl J Med. 366(26):2455-65; PMID:
22658128); MPDL3280A/RG7446, o MEDI4736. En otra modalidad, el
inhibidor de la via de PD-1 es una proteina que comprende (o un acido
nucleico que codifica para) una secuencia de aminoacidos capaz de
unirse a PD-1 pero que impide la sefializacion de la via de PD-1. En una
modalidad, el inhibidor de la via de PD-1 es una proteina de fusion de un
fragmento de ligando PD-L1 o PD-L2. En una modalidad, el inhibidor de
la via de PD-1 es una proteina de fusion que comprende el dominio
extracelular de PD-L1 o PD-L2 o un fragmento de este capaz de unirse a
PD-1 y a una porcion Fc de una inmunoglobulina. Un ejemplo de dicha
proteina de fusién se representa por AMP-224 (dominio extracelular de
PD-L2/B7-DC murino fusionado a la porcion Fc no modificada de la
proteina lgG2a murina; Mkrtichyan y otros, 2012. J Immunol. 189(5):2338-
47; PMID: 22837483).

Histamina
En una modalidad, se usa histamina en los métodos y composiciones de
la presente invencion. En otra modalidad, se usa un agonista del receptor

de histamina en los métodos y composiciones de la presente invencion.

En una modalidad, la histamina de la presente invencion es dihidrocloruro
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de histamina. En otra modalidad, la histamina de la presente invencion es
N-metil-histamina. En otra modalidad, la histamina de la presente
invencion es 4-metil-histamina. En otra modalidad, la histamina de la
presente invencion comprende otros agonistas del receptor H2 de

histamina.

El dihidrocloruro de histamina estad disponible comercialmente y los
métodos para producir dihidrocloruro de histamina, asi como también
otras formas de histamina, se conocen en la técnica (por ejemplo, la
patente de los Estados Unidos num. 6,528,654, que se incorpora en la

presente descripcion como referencia).

Modos de administracion

En una modalidad, la administracion de los inhibidores de PD-1 o PD-L1
y la histamina puede producirse simultaneamente o escalonada, ya sea
en el mismo sitio de administracion o en diferentes sitios de

administracion.

En otra modalidad, cualquiera de los farmacos o compuestos terapéuticos
o profilacticos descritos en la presente puede administrarse
simultdaneamente. En otra modalidad, pueden administrarse a diferentes
tiempos entre si. En una modalidad, pueden administrarse dentro de unos
pocos minutos entre si. En otra modalidad, pueden administrarse dentro
de unas pocas horas entre si. En otra modalidad, pueden administrarse
dentro de 1 hora entre si. En otra modalidad, pueden administrarse dentro
de las 2 horas entre si. En otra modalidad, pueden administrarse dentro
de las 5 horas entre si. En otra modalidad, pueden administrarse dentro
de las 12 horas entre si. En otra modalidad, pueden administrarse dentro

de las 24 horas entre si.
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En una modalidad, cualquiera de los farmacos o compuestos terapéuticos
o profilacticos descritos en la presente puede administrarse en el mismo
sitio de administracion. En otra modalidad, pueden administrarse en

diferentes sitios de administracion.

Inmunoestimulantes

En otra modalidad, los métodos de la presente invencion en los que se
administran inhibidores de PD-1 o PD-L1 e histamina comprenden,
ademas, la etapa de administrar un inmunoestimulante adicional. En una
modalidad, el inmunoestimulante adicional es interleucina-2 (IL-2). La
administracion de IL-2 puede producirse simultaneamente o escalonada,
ya sea en el mismo sitio de administraciéon o en diferentes sitios de

administracion gque los inhibidores de PD-1 o PD-L1 y la histamina.

En otra modalidad, se administran inhibidores de PD-1 o PD-L1 e
histamina como un tratamiento de combinacion con un inhibidor de LAG-
3, un inhibidor de indolamina 2,3-dioxigenasa 1 (IDO1), sipuleucel-T, u
otras vacunas, o0 sus combinaciones. En otra modalidad, los inhibidores
de PD-1 o PD-L1 y la histamina se administran como un tratamiento de
combinacion con anti-CD40, anti-CD27, anti-4-1BB, o una combinacion
de estos. En otra modalidad, los inhibidores de PD-1 o PD-L1 y la
histamina se administran como un tratamiento de combinacion con otros
inmunoestimulantes. En una modalidad, el inmunoestimulante es IFN, IL-
21, receptor similar a inmunoglobulina anti-asesino [KIR], o una

combinacion de estos.
En otra modalidad, se administra una vacuna contra el cancer en los

métodos de la presente invencibn ademas de la administracion de

inhibidores de PD-1 o PD-L1 e histamina. En una modalidad, la vacuna
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es Gardasil®. En otra modalidad, la vacuna es Cervarix®. En otra

modalidad, la vacuna es sipuleucel-T.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un kit para
prolongar la remisién de un cancer en un sujeto qgue comprende a) una
cantidad terapéutica de dihidrocloruro de histamina y de inhibidores de

PD-1 o PD-L1, e instrucciones para el uso de dicho kit.

En una modalidad, la histamina es un inmunoestimulante. En una
modalidad, el kit comprende un inmunoestimulante adicional ademas del
dihidrocloruro de histamina. En una modalidad, el inmunoestimulante
adicional es IL-2. En otra modalidad, el kit comprende un tratamiento
adicional, lo que incluye los descritos anteriormente en la presente
descripcion, ademas de dihidrocloruro de histamina e inhibidores de PD-
1 o PD-L1.

Predecir la eficacia de un tratamiento contra el cancer

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para

predecir la eficacia de un tratamiento contra el cancer en un sujeto.

En una modalidad, se usa un biomarcador para predecir la eficacia de un
tratamiento contra el cancer en un sujeto. En una modalidad, el
biomarcador es H2R. En otra modalidad, el biomarcador es NKp30. En

otra modalidad, el biomarcador es NKp46.

En otra modalidad, el biomarcador es antigeno leucocitario humano -
relacionado con antigeno D (HLA-DR), CD86, CD40, o0 sus
combinaciones. En otra modalidad, el biomarcador es la expresion baja
de HLA-ABC. En otra modalidad, una reduccion del conteo de monocitos

en sangre pronostica la supervivencia libre de leucemia.
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En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
predecir la eficacia de un tratamiento contra el cancer en un sujeto que
comprende las etapas de: (a) obtener una primera muestra de sangre de
dicho sujeto; (b) administrar un ciclo de un tratamiento o un tratamiento
propuesto para dicho cancer a dicho sujeto; (c) obtener una segunda
muestra de sangre de dicho sujeto una vez completado dicho ciclo de
tratamiento; y (d) medir la frecuencia de células NK en dicha primera
muestra de sangre y en dicha segunda muestra de sangre, en donde si
hay un aumento en la frecuencia de células NK en dicha segunda muestra
de sangre en comparacion con dicha primera muestra de sangre,
entonces se predice que dicho tratamiento contra el cancer sera eficaz en
dicho sujeto y en donde si no hay aumento en la frecuencia de células NK
en dicha segunda muestra de sangre en comparacion con dicha primera
muestra de sangre, entonces se predice que dicho tratamiento de cancer
no sera eficaz en dicho sujeto, lo que predice de esta manera la eficacia

de dicho tratamiento contra el cancer en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
predecir la eficacia de un tratamiento contra el cancer en un sujeto que
comprende las etapas de: (a) obtener una primera muestra de sangre de
dicho sujeto; (b) administrar un ciclo de un tratamiento o un tratamiento
propuesto para dicho cancer a dicho sujeto; (c) obtener una segunda
muestra de sangre de dicho sujeto una vez completado dicho ciclo de
tratamiento; y (d) medir los niveles de expresion de un biomarcador en
dicha primera muestra de sangre y dicha segunda muestra de sangre, en
donde si hay un aumento en el nivel de expresion del biomarcador en
dicha segunda muestra de sangre en comparacion con dicha primera
muestra de sangre, entonces se predice que dicho tratamiento contra el
cancer sera eficaz en dicho sujeto y en donde si no hay aumento en el
nivel de expresion del biomarcador en dicha segunda muestra de sangre

en comparacion con dicha primera muestra de sangre, entonces se

29



10

15

20

25

30

predice gue dicho tratamiento de cancer sera ineficaz en dicho sujeto, lo
gue predice de esta manera la eficacia de dicho tratamiento contra el

cancer en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
predecir la eficacia de un tratamiento contra el cancer en un sujeto que
comprende las etapas de: (a) obtener una primera muestra de sangre de
dicho sujeto; (b) administrar un ciclo de un tratamiento o un tratamiento
propuesto para dicho cancer a dicho sujeto; (c) obtener una segunda
muestra de sangre de dicho sujeto una vez completado dicho ciclo de
tratamiento; y (d) medir los niveles de expresion de un biomarcador en
dicha primera muestra de sangre y dicha segunda muestra de sangre, en
donde si hay una disminucion en el nivel de expresion del biomarcador en
dicha segunda muestra de sangre en comparacion con dicha primera
muestra de sangre, entonces se predice que dicho tratamiento contra el
cancer sera eficaz en dicho sujeto y en donde si no hay disminucién en el
nivel de expresion del biomarcador en dicha segunda muestra de sangre
en comparacion con dicha primera muestra de sangre, entonces se
predice que dicho tratamiento contra el cancer no sera eficaz en dicho
sujeto, lo que predice de esta manera la eficacia de dicho tratamiento

contra el cancer en dicho sujeto.

En una modalidad, los métodos para predecir la eficacia de un tratamiento
contra el cancer como se describe en la presente pueden usarse junto
con un método para evitar la recaida de un cancer en un sujeto en
remision de dicho cancer, un método para prolongar la remision de un
cancer en un sujeto, un metodo para evitar la recaida a la leucemia
mieloide aguda (AML) en un sujeto con AML en remisién completa (CR)
después de la quimioterapia, o una combinacion de estos, en donde dicho
método comprende las etapas de: a) obtener una primera muestra de

sangre de dicho sujeto; b) administrar un ciclo de un tratamiento o un
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tratamiento propuesto para dicho cancer a dicho sujeto; c) obtener una
segunda muestra de sangre de dicho sujeto una vez completado dicho
ciclo de tratamiento; d) medir el biomarcador usado en el método de
prediccién de la eficacia del tratamiento del cancer en el sujeto en dicha
primera muestra de sangre y dicha segunda muestra de sangre, y €)
administrar ciclos adicionales de dicho tratamiento a dicho sujeto si dicho
biomarcador ha cambiado desde dicha primera muestra de sangre a
dicha segunda muestra de sangre de una manera que es predictiva de la
eficacia del tratamiento del cancer como se describe en la presente

descripcion.

Redistribucion de células T citotoxicas

En una modalidad, la presente invencion proporciona un método para
predecir la eficacia de un tratamiento contra el cancer en un sujeto que
comprende las etapas de: a) obtener una primera muestra de sangre de
dicho sujeto; b) administrar un ciclo de un tratamiento o un tratamiento
propuesto para dicho cancer a dicho sujeto; c) obtener una segunda
muestra de sangre de dicho sujeto una vez completado dicho ciclo de
tratamiento; y d) medir la frecuencia de fenotipos de células T citotdxicas
CD8+ en dicha primera muestra de sangre y dicha segunda muestra de
sangre, en donde si hay una redistribucion de células T citotdéxicas de
manera que hay una reduccion en la frecuencia de células de memoria T
efectoras (Tem) y un aumento en la frecuencia de células T efectoras (Tef)
en dicha segunda muestra de sangre en comparacion con dicha primera
muestra de sangre, entonces se predice que dicho tratamiento de cancer
sera eficaz en dicho sujeto y en donde si no hay redistribucion de
citotoxicos Células T en dicha segunda muestra de sangre en
comparacion con dicha primera muestra de sangre, entonces se predice

que dicho tratamiento contra el cancer no sera efectivo en dicho sujeto, lo
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gue predice de esta manera la eficacia de dicho tratamiento contra el

cancer en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
evitar la recaida de un cancer en un sujeto en remision de dicho cancer
gue comprende las etapas de: a) obtener una primera muestra de sangre
de dicho sujeto; b) administrar un ciclo de un tratamiento o un tratamiento
propuesto para dicho cancer a dicho sujeto; c) obtener una segunda
muestra de sangre de dicho sujeto una vez completado dicho ciclo de
tratamiento; d) medir la frecuencia de fenotipos de células T citotdxicas
CD8+ en dicha primera muestra de sangre y dicha segunda muestra de
sangre, y e) administrar ciclos adicionales de dicho tratamiento a dicho
sujeto si hay una redistribucion de células T citotoxicas de manera que
haya una reduccion en la frecuencia de células de memoria T efectoras
(Tem) Y un aumento en la frecuencia de células efectoras T (Ter) en dicha
segunda muestra de sangre en comparacion con dicha primera muestra
de sangre, lo que evita de esta manera la recaida de dicho cancer en

dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencidon proporciona un método para
prolongar la remisidbn de un cancer en un sujeto que comprende las
etapas de: a) obtener una primera muestra de sangre de dicho sujeto; b)
administrar un ciclo de un tratamiento o un tratamiento propuesto para
dicho cancer a dicho sujeto; c¢) obtener una segunda muestra de sangre
de dicho sujeto una vez completado dicho ciclo de tratamiento; d) medir
la frecuencia de fenotipos de células T citotdxicas CD8+ en dicha primera
muestra de sangre y dicha segunda muestra de sangre, y e) administrar
ciclos adicionales de dicho tratamiento a dicho sujeto si hay una
redistribucion de células T citotoxicas de manera que haya una reduccion
en la frecuencia de células de memoria T efectoras (Tem) Yy un aumento

en la frecuencia de células T efectoras (Terf) en dicha segunda muestra
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de sangre en comparacion con dicha primera muestra de sangre, lo que

prolonga de esta manera la remision de dicho cancer en dicho sujeto.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
evitar la recaida a la leucemia mieloide aguda (AML) en un sujeto con
AML en remision completa (CR) que comprende las etapas de: a) obtener
una primera muestra de sangre de dicho sujeto; b) administrar un primer
ciclo de dihidrocloruro de histamina e interleucina-2 (IL-2) a dicho sujeto;
c) obtener una segunda muestra de sangre de dicho sujeto una vez
completado dicho primer ciclo de tratamiento; d) medir la frecuencia de
fenotipos de células T citotoxicas CD8+ en dicha muestra de sangre; y €)
administrar ciclos adicionales de dihidrocloruro de histamina e IL-2 a dicho
sujeto si hay una redistribucion de las células T citotdxicas en dicha
segunda muestra de sangre en comparacion con dicha primera muestra
de sangre, de manera que hay reduccion en la frecuencia de células de
memoria T efectoras (Tem) Y un aumento en la frecuencia de células T
efectoras (Tefr), lo que evita de esta manera la recaida a AML en dicho

sujeto.

Especies reactivas de oxigeno (ROS)

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
tratar un cancer en un sujeto que comprende la etapa de: administrar una
cantidad terapéutica de un agente que disminuye las especies reactivas
de oxigeno (ROS). En una modalidad, el método comprende la etapa de
administrar una cantidad terapéutica de un agente que disminuye las

ROS extracelulares.

En una modalidad, el agente es un inhibidor de la formacion de ROS. En

otra modalidad, el agente es un depurador de ROS extracelulares.
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En una modalidad, el método comprende ademas la etapa de administrar
un agonista del receptor de histamina. En una modalidad, el cancer es
leucemia. En una modalidad, la leucemia es leucemia mielomonocitica
cronica (CMML).

Canceres

En una modalidad, los métodos para el tratamiento del cancer como se
describe en la presente comprenden métodos para evitar o retrasar la
recaida de un cancer en un sujeto en remision, lo que prolonga la remision
del cancer, aumenta la supervivencia, disminuye o alivia los sintomas del
cancer o sus combinaciones. En otra modalidad, los métodos para tratar
el cancer como se describen en la presente comprenden métodos para
reducir la carga tumoral en un sujeto con cancer primario 0 metastasico,
lo que reduce el riesgo de diseminacion tumoral metastasica en un sujeto
con cancer activo, lo que evita o retrasa la reaparicion, recurrencia o
diseminacion metastasica del cancer en un sujeto, lo que evita la recaida
de un cancer en un sujeto, lo que retrasa la recaida de un cancer en un
sujeto en remision de dicho cancer, lo que prolonga la remision de un
cancer en un sujeto, lo que aumenta la supervivencia de un sujeto en
remision de un cancer, lo que prolonga el tiempo de supervivencia de un
sujeto en remision de un cancer, lo que reduce el crecimiento tumoral
maligno en un sujeto, lo que disminuye o alivia los sintomas de cancer en

un sujeto en remision de un cancer, 0 sus combinaciones.

En una modalidad, un sujeto tratado mediante los métodos de la presente
invencioén tiene o sufre de un cancer o tumor. En otra modalidad, un sujeto
tratado mediante los métodos de la presente invencion esta en remision
de un cancer o tumor. En otra modalidad, el sujeto esta en remision
completa (CR). En una modalidad, la CR es de leucemia. Los métodos

para evaluar la remision completa se conocen bien en la técnica.
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En otra modalidad, un sujeto tratado mediante los métodos de la presente
invencién tiene un tumor o linfoma sélido y mostroé una "respuesta™ a un
tratamiento contra el cancer anterior. En otra modalidad, un sujeto tratado
mediante los métodos de la presente invencién tiene un tumor o linfoma
sélido y mostré6 una "respuesta completa” a un tratamiento contra el

cancer anterior.

En una modalidad, el sujeto que tiene cancer o un tumor se ha tratado
con cirugia, quimioterapia, radioterapia, una terapia dirigida, lo que
incluye terapias que se destinan a estimular respuestas del sistema
inmune contra el cancer, o sus combinaciones. En otra modalidad, el
sujeto que tiene cancer o un tumor se trata con inhibidores de histamina
y de PD-1 o PD-L1.

En una modalidad, el sujeto en los métodos de la presente invencién tiene
o tuvo cancer. En otra modalidad, el sujeto tiene o tuvo un tumor. En otra
modalidad, el sujeto tiene una enfermedad neoplasica. En otra modalidad,
el sujeto tiene una malignidad. En otra modalidad, el sujeto tiene o tuvo

una condicion precancerosa o una condicion premaligna.

En una modalidad, el cancer es una leucemia. En una modalidad, la
leucemia es leucemia mieloide aguda (AML). En otra modalidad, la
leucemia es leucemia mieloide cronica (CML, por sus siglas en inglés).
En otra modalidad, la leucemia es leucemia mielomonocitica cronica
(CMML). En otra modalidad, la leucemia es leucemia linfocitica aguda
(ALL, por sus siglas en inglés). En otra modalidad, la leucemia es
leucemia linfocitica crénica (CLL, por sus siglas en inglés). En otra

modalidad, la leucemia es leucemia de células pilosas.

En una modalidad, el tumor es un tumor sélido. En una modalidad, el

tumor sélido es un carcinoma de colon, cancer de prostata, cancer de
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mama, cancer de pulmdn, cancer de piel, cancer de higado, cancer de
hueso, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de cerebro, cancer

de cabeza y cuello u otro tumor sdlido.

En una modalidad, el cancer o tumor se encuentra en la mama, prostata,
pulmon, colon, estbmago, pancreas, ovario o cerebro. En otra modalidad,
el cancer es un cancer hematopoyético, un neuroblastoma o un glioma

maligno.

En otra modalidad, el cancer se selecciona de uno o mas de los
siguientes: Carcinoma corticosuprarrenal, canceres relacionados con el
SIDA, sarcoma de Kaposi, linfoma relacionado con el SIDA, linfoma
primario del SNC, cancer anal, cancer de apéndice, astrocitomas, tumor
teratoideo/rabdoide atipico, sistema nervioso central, carcinoma de
células basales - ver cancer de piel (no melanoma), cancer de vias
biliares, cancer de vejiga, cancer de hueso, tumores de la familia del
sarcoma de Ewing, osteosarcoma e histiocitoma fibroso maligno, glioma
de tronco encefalico, tumor cerebral, astrocitomas, tumores de cerebro y
de médula espinal Descripcion general del tratamiento, glioma de tronco
encefélico, tumor teratoideo/rabdoideo atipico del sistema nervioso
central, tumores embrionarios del sistema nervioso central, tumores de
células germinales del sistema nervioso central, craneofaringioma,
ependimoma, cancer de mama, tumores bronquiales, linfoma de Burkitt,
ver Linfoma no Hodgkin, tumor carcinoide, gastrointestinal, carcinoma de
sitio primario desconocido, tumores cardiacos (de corazén), sistema
nervioso central, tumor teratoideo/rabdoideo atipico, embrionaria |
Tumores, tumor de células germinales, linfoma, primario, cancer de cuello
uterino, colangiocarcinoma, cordoma, neoplasias mieloproliferativas
cronicas, cancer de colon, cancer colorrectal, craneofaringioma, linfoma
cutaneo de células T - ver Micosis fungoide y sindrome de Sezary,

carcinoma ductal in situ (DCIS) , Tumores embrionarios, sistema nervioso
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central, cancer de endometrio, ependimoma, cancer de esobfago,
estesioneuroblastoma, sarcoma de Ewing, tumor de células germinales
extracraneales, tumor de células germinales extragonadales, cancer de
0jo, melanoma intraocular, retinoblastoma, cancer de trompa de Falopio,
histiocitoma fibroso de hueso, maligno, y osteosarcoma, cancer de
vesicula biliar, cancer gastrico (estdbmago), tumor carcinoide
gastrointestinal, tumores estromales gastrointestinales (TEGI), tumor de
células germinales, sistema nervioso central, extracraneal, extragonadal,
ovarico, testicular, enfermedad trofoblastica gestacional, glioma - ver
tumor cerebral tronco encefalico, cancer de cabeza y cuello, cancer de
corazdn, cancer hepatocelular (higado), histiocitosis, células de
Langerhans, linfoma Hodgkin, cancer de hipofaringe, melanoma
intraocular, tumores de células de los islotes, tumores neuroendocrinos
pancreaticos, sarcoma de Kaposi, rifién, células renales, tumor de Wilms
y otros tumores renales infantiles, histiocitosis de células de Langerhans,
cancer laringeo, leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieloide
aguda (AML), leucemia linfocitica cronica (CLL), mielégena cronica
(CML), cancer de células pilosas, cancer de cavidad oral y de labios,
cancer de higado (primario), cancer de pulmén, células no pequenas,
células pequenas, linfoma, relacionado con el SIDA, Burkitt. Linfoma de
Hodgkin, Células T cutaneas - ver Micosis Fungoide y sindrome de
Sézary, Hodgkin, no Hodgkin, Sistema Nervioso Central Primario (SNC),
macroglobulinemia de Waldenstrom - ver linfoma no Hodgkin, cancer de
mama masculino, histiocitoma fibroso maligno de hueso y osteosarcoma,
melanoma, intraocular (0jo), carcinoma de células de Merkel,
mesotelioma, cancer escamoso metastasico de cuello maligno con tumor
primario oculto, carcinoma del tracto de la linea media con compromiso
del gen NUT, cancer de boca, sindromes de neoplasia endocrina multiple,
mieloma multiple /neoplasia de células plasmaticas, micosis fungoide,
sindromes mielodisplasicos, neoplasias

mielodisplasicas/mieloproliferativas, mieloma, neoplasias
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mieloproliferativas multiples, crénico, cancer de seno paranasal y de
cavidad nasal, cancer de nasofaringe, neuroblastoma, linfoma no
Hodgkin, cancer de pulmoén de células no pequefias, cancer oral, cancer
de cavidad oral, cancer de orofaringe, labio, y cavidad oral, osteosarcoma
e histiocitoma fibroso maligno de hueso, cancer de ovario, epitelial, tumor
de células germinales, tumores de bajo potencial maligno, cancer de
pancreas, tumores neuroendocrinos pancreaticos (tumores de células de
los islotes), papilomatosis, paraganglioma, cancer paranasal y nasal,
cancer de paratiroides, cancer de pene, cancer de faringe,
feocromocitoma, tumor pituitario, neoplasia de células
plasmaticas/mieloma mudltiple, blastoma pleuropulmonar, embarazo y
cancer de mama, linfoma del sistema nervioso central (SNC), cancer
primario de peritoneo, cancer de prostata, cancer rectal, cancer de células
renales (rifidn), pelvis renal y uréter, cancer de células de transicion,
retinoblastoma, rabdomiosarcoma, cancer de la glandula salival,
sarcoma, Ewing, Kaposi, osteosarcoma (cancer  0Gseo),
rabdomiosarcoma, tejido blando, tumores vasculares y uterinos, sindrome
de Sézary, cancer de piel, melanoma, carcinoma de células de merkel, no
melanoma, cancer de pulmoén de células pequefias, cancer de intestino
delgado, sarcoma de tejido blando, carcinoma de células escamosas - ver
cancer de piel (no melanoma), cancer escamoso metastasico de cuello
con tumor primario oculto, cancer de estdmago (gastrico), linfoma de
células T, cutaneo - ver Micosis fungoide y sindrome de Sezary, cancer
testicular, cancer de garganta, timoma y carcinoma timico, cancer de
tiroides, cancer de células en transicion de la pelvis renal y uréter,
carcinoma primario, pelvis urinaria y renal, cancer de células en
transicion, cancer uretral, cancer uterino, endometrio, sarcoma uterino,
cancer vaginal, tumores vasculares, cancer de vulva, macroglobulinemia

de Waldenstrom: ver Linfoma no Hodgkin y tumor de Wilms.
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En una modalidad, el estado precanceroso es queratosis actinica,
es6fago de Barrett, gastritis atrofica, carcinoma ductal in situ,
disqueratosis congénita, disfagia sideropénica, liguen plano, fibrosis
submucosa oral, elastosis solar, displasia cervical, leucoplasia,
eritroplasia, o sus combinaciones. En una modalidad, la afeccion
precancerosa es una displasia 0 una neoplasia benigna. En una
modalidad, la condicion precancerosa es neoplasia intraepitelial
prostatica (PIN, por sus siglas en inglés), atrofia inflamatoria proliferativa
(PIA, por sus siglas en inglés), proliferaciobn acinar pequefia atipica
(ASAP, por sus siglas en inglés), lesion intraepitelial escamosa (SIL, por
sus siglas en inglés), hiperplasia endometrial atipica, displasia epitelial
ovarica, calcificaciones de la mama, MGUS (gammapatia monoclonal de
significado incierto), neoplasia vulvar intraepitelial (VIN, por sus siglas en
inglés), carcinoma lobulillar in situ (LCIS, por sus siglas en inglés)
neoplasia vaginal intraepitelial, o VAIN liquen escleroso vulvar y liquen
plano, neoplasia intraepitelial cervical (NIC, por sus siglas en inglés),

esofago de Barrett, 0 sus combinaciones.

En una modalidad, el tratamiento para el cancer descrito en los métodos
de la presente invencidn se proporciona a un sujeto en remision. En una
modalidad, el sujeto esta en remision de un cancer hematopoyético. En
una modalidad, se proporciona a un sujeto que ha experimentado una
terapia de induccion. En una modalidad, la quimioterapia de induccion
comprende una combinacion de citarabina y daunorrubicina. En una
modalidad, se proporciona a un sujeto que ha completado una terapia de
consolidacion. En una modalidad, la quimioterapia de consolidacion
comprende una combinacion de citarabina y daunorrubicina. En otra
modalidad, la fase de consolidacion comprende 2-4 ciclos de citarabina
en dosis altas, a veces con la adicion de una antraciclina (en una
modalidad, daunorrubicina o, en otra modalidad, idarrubicina). En otra

modalidad, la fase de consolidacion comprende dosis altas de citarabina
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sin la adicion de antraciclinas. En otra modalidad, la fase de consolidacion
comprende un trasplante alogénico o autélogo. En otra modalidad, el
sujeto recibe un trasplante alogénico o autélogo después de completada

la fase de consolidacion.

En una modalidad, el tratamiento del céncer es un tratamiento
inmunoldgico o una inmunoterapia. En una modalidad, el tratamiento
fortalece la respuesta inmunitaria en el sujeto al cancer. En otra
modalidad, el tratamiento induce una respuesta inmunitaria en el sujeto al
cancer. En una modalidad, el tratamiento comprende la administracion de
una citocina al sujeto. En una modalidad, la citocina es un

inmunoestimulante.

Citocinas

En una modalidad, la citocina es una interleucina. En una modalidad, la
interleucina es IL-2. En otra modalidad, la interleucina es IL-12. En otra
modalidad, la interleucina es IL-15. En una modalidad, la interleucina se

administra a una dosis baja.

En una modalidad, la IL-2 se administra a una dosis de 16,400 U/kg dos

veces al dia.

En otra modalidad, la citocina es un interferon. En una modalidad, el
interferdn es interferon-alfa. En otra modalidad, el interferon es interferon-

beta. En otra modalidad, el interferén es interferén-gamma.

En otra modalidad, la citocina es un factor de crecimiento hematopoyético.
En una modalidad, el factor de crecimiento hematopoyético se selecciona
del grupo que consiste en: Eritropoyetina, IL-11, factor estimulante de

colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF, por sus siglas en inglés)
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y factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, por sus siglas

en inglés), o sus combinaciones.

En una modalidad, los métodos de la presente invencion incluyen
administrar anti-CTLA-4 y composiciones de la presente invencion que
comprenden anti-CTLA-4. En una modalidad, CTLA4 o CTLA-4 (proteina
4 asociada a linfocitos T citotoxicos), también conocida como CD152
(conglomerado de diferenciacion 152), es un receptor de proteina que, al
funcionar como un punto de control inmunitario, regula negativamente el
sistema inmunitario. En una modalidad, se administra anti-CTLA-4 a un

sujeto para mejorar la eficacia del tratamiento contra el cancer.

En una modalidad, la terapia de consolidacion proporcionada a un sujeto
en remision 0 a un sujeto que tiene cancer comprende la administracion
de un agonista del receptor de histamina al sujeto. En una modalidad, la
histamina es un inmunoestimulante. En una modalidad, la histamina es

dihidrocloruro de histamina.

En una modalidad, se administran 0.5 mg de dihidrocloruro de histamina.
En una modalidad, los agentes terapéuticos como se describen en la
presente, lo que incluye IL-2, histamina e inhibidores de PD-1 o PD-L1 se
administran una vez al dia. En otra modalidad, los agentes terapéuticos
se administran a un sujeto dos veces por dia. En otra modalidad, los
agentes terapéuticos se administran a un sujeto tres veces por dia. En
otra modalidad, los agentes terapéuticos se administran a un sujeto cuatro
veces por dia. En otra modalidad, los agentes terapéuticos se administran
a un sujeto una vez a la semana. En otra modalidad, los agentes
terapéuticos se administran a un sujeto dos veces por semana. En otra
modalidad, los agentes terapéuticos se administran a un sujeto tres veces

por semana. En otra modalidad, los agentes terapéuticos se administran
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a un sujeto cuatro veces por semana. En otra modalidad, los agentes

terapéuticos se administran a un sujeto una vez cada dos semanas.

En una modalidad, el tratamiento contra el cancer comprende administrar
dihidrocloruro de histamina e interleucina-2 (IL-2). En una modalidad,
dihidrocloruro de histamina administrado a 0.5 mg dos veces al dia e IL-2
administrada a 16,400 U dos veces al dia, como se describe en el ejemplo
3 en la presente descripcidn mas abajo, fue altamente eficaz para evitar
la recaida en pacientes en remision de AML, como se describe en el
ejemplo 4 en la presente descripcibn mas abajo cuando la primera o
tercera ronda de tratamientos con IL-2 e histamina indujeron una
redistribucion de células T citotoxicas en la que hubo una reduccion en la
frecuencia de células de memoria T efectoras y un aumento concomitante

de células T efectoras.

En una modalidad, el tratamiento contra el cancer descrito en los métodos
en la presente descripcion es una terapia posterior a la consolidacion,

como se describe en la Figura 4, o terapia de mantenimiento.

En una modalidad, algunos de los métodos de la presente invencion se
ponen en practica en una primera y una segunda muestras extraidas de
un sujeto antes y después de una ronda de terapia posterior a la
consolidacion. En una modalidad, las muestras se toman antes y después
de completarse la terapia posterior a la consolidacion. En otra modalidad,
las muestras se toman antes y después de la primera ronda de terapia
posterior a la consolidacion. En otra modalidad, las muestras se toman
antes y después de la tercera ronda de terapia posterior a la
consolidacion. En otra modalidad, las muestras se toman antes y después
de la primera y tercera rondas de terapia posteriores a la consolidacion.
En otra modalidad, las muestras se toman antes y después de la primera

a la cuarta ronda de terapia posteriores a la consolidacién. En otra
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modalidad, las muestras se toman antes y después de la segunda ronda
de terapia posterior a la consolidacion. En otra modalidad, las muestras
se toman antes y después de la cuarta ronda de terapia posterior a la
consolidacion. En otra modalidad, las muestras se toman antes de la
primera ronda y después de la tercera ronda de terapia posteriores a la
consolidacion. En otra modalidad, las muestras se toman antes de la
primera ronda y después de la segunda ronda de terapia posteriores a la
consolidacion. En otra modalidad, las muestras se toman antes de la
primera ronda y después de la cuarta ronda de terapia posteriores a la

consolidacion.

En una modalidad, cada ciclo de tratamiento dura 3 semanas como se
describe en el Ejemplo 3. En otra modalidad, cada ciclo de tratamiento
dura 1-5 semanas. En otra modalidad, cada ciclo de tratamiento dura 1
semana. En otra modalidad, cada ciclo de tratamiento dura 2 semanas.

En otra modalidad, cada ciclo de tratamiento dura 4 semanas.

En una modalidad, la terapia posterior a la consolidacién comprende 10
ciclos, como se describe en el ejemplo 3 en la presente descripcion mas
abajo. En otra modalidad, la terapia de consolidaciéon comprende 1-5
ciclos. En otra modalidad, la terapia de consolidacibn comprende 5-10
ciclos. En otra modalidad, la terapia de consolidacion comprende 10-15
ciclos. En otra modalidad, la terapia de consolidacién comprende 5 ciclos.
En otra modalidad, la terapia de consolidacion comprende 15 ciclos. En
otra modalidad, la terapia de consolidacién comprende 7 ciclos. En otra
modalidad, la terapia de consolidacion comprende 12 ciclos. En otra

modalidad, la terapia de consolidacion comprende 3 ciclos.
En una modalidad, las muestras del sujeto son muestras de tejido. En otra

modalidad, las muestras del sujeto son muestras de sangre. En una

modalidad, la muestra de sangre es una muestra de sangre periférica. En
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otra modalidad, las muestras del sujeto son muestras de fluido
cerebroespinal (CSF, por sus siglas en inglés). En otra modalidad, las
muestras del sujeto son muestras de orina. En otra modalidad, las

muestras del sujeto son muestras fecales.

Kit

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un kit para predecir
la eficacia de un tratamiento contra el cancer en un sujeto que comprende
una cantidad terapéutica de dihidrocloruro de histamina, un
inmunoestimulante, un medio para medir fenotipos citotoxicos CD8+ e

instrucciones para el uso de dicho Kit.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un kit para evitar la
recaida de un cancer en un sujeto en remision de dicho cancer que
comprende una cantidad terapéutica de dihidrocloruro de histamina, un
inmunoestimulante, un medio para medir fenotipos citotoxicos CD8+ e

instrucciones para el uso de dicho Kkit.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un kit para
prolongar la remision de un cancer en un sujeto que comprende una
cantidad terapéutica de dihidrocloruro de histamina, un
inmunoestimulante, un medio para medir fenotipos citotoxicos CD8+ e

instrucciones para el uso de dicho Kit.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un kit para evitar la
recaida a la leucemia mieloide aguda (AML) en un sujeto con AML en
remision completa (CR) después de la quimioterapia que comprende una
cantidad terapéutica de dihidrocloruro de histamina, un
inmunoestimulante, un medio para medir fenotipos citotoxicos CD8+ e

instrucciones para el uso de dicho Kit.

44



10

15

20

25

30

En otra modalidad, la presente invencién proporciona kits para predecir la
eficacia de un tratamiento contra el cancer en un sujeto que comprende
una cantidad terapéutica de dihidrocloruro de histamina, un
inmunoestimulante, un medio para medir un biomarcador como se

describe en la presente, e instrucciones para el uso de dicho Kkit.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un kit para evitar la
recaida a un cancer en un sujeto en remision de dicho cancer que
comprende una cantidad terapéutica de dihidrocloruro de histamina, un
inmunoestimulante, un medio para medir un biomarcador como se

describe en la presente e instrucciones para el uso de dicho Kit.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un kit para
prolongar la remision de un cancer en un sujeto que comprende una
cantidad terapéutica de dihidrocloruro de histamina, un
inmunoestimulante, un medio para medir un biomarcador como se

describe en la presente, e instrucciones para el uso de dicho Kit.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un kit para evitar la
recaida a la leucemia mieloide aguda (AML) en un sujeto con AML en
remision completa (CR) después de la quimioterapia que comprende una
cantidad terapéutica de dihidrocloruro de histamina, un
inmunoestimulante, un medio para medir un biomarcador como se

describe en la presente, e instrucciones para el uso de dicho Kit.

En una modalidad, un tratamiento contra el cancer de la presente
invencion evita la recaida a un cancer. En otra modalidad, un tratamiento
contra el cancer de la presente invencion evita la recurrencia de un
cancer. En otra modalidad, un tratamiento contra el cancer de la presente
invencion retrasa la recaida de un cancer. En otra modalidad, un

tratamiento contra el cancer de la presente invencion retrasa la
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recurrencia de un cancer. En otra modalidad, un tratamiento contra el
cancer de la presente invencion prolonga la remision de un cancer. En
otra modalidad, un tratamiento de cancer de la presente invencién
aumenta la supervivencia de un sujeto con cancer. En otra modalidad, un
tratamiento contra el cancer de la presente invencion prolonga el tiempo
de supervivencia de un sujeto con cancer. En otra modalidad, un
tratamiento contra el cancer de la presente invencion trata el cancer en
un sujeto. En otra modalidad, un tratamiento contra el cancer de la
presente invencion disminuye los sintomas de cancer en un sujeto. En
otra modalidad, un tratamiento contra el cancer de la presente invencion
alivia los sintomas del cancer en un sujeto. En otra modalidad, un
tratamiento contra el cancer de la presente invencion prolonga la remision
libre de cancer. En otra modalidad, un tratamiento contra el cancer de la
presente invencion reduce el tamafo de los tumores malignos en un
sujeto. En otra modalidad, un tratamiento contra el cancer de la presente
invencion reduce la carga tumoral en pacientes con cancer primario o
metastasico. En otra modalidad, un tratamiento contra el cancer de la
presente invencién reduce el riesgo de diseminacion tumoral metastasica
en pacientes con cancer activo. En otra modalidad, un tratamiento contra
el cancer de la presente invencion evita o0 retrasa la reaparicion,
recurrencia o diseminacion metastasica del cancer en pacientes que se
han sometido a cirugia, quimioterapia o cualquier otro tratamiento para

reducir la carga de cancer.

En una modalidad, la remision comprende la remision de un cancer
hematopoyético. En una modalidad, la remision del cancer
hematopoyético se produce cuando los sujetos estan libres
microscopicamente de células cancerosas (en médula 6sea, sangre u
otros érganos) junto con la reaparicion de la hematopoyesis normal, en

una modalidad, después de la quimioterapia de induccion.
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En una modalidad, la remision del cancer es una disminucién o
desaparicion de los signos y sintomas del cancer. En una modalidad, la
remision es una remision parcial, que, en una modalidad, es cuando
algunos, pero no todos, los signos y sintomas de cancer han
desaparecido. En otra modalidad, la remisién es una remision completa,
gue, en una modalidad, es cuando todos los signos y sintomas de cancer

han desaparecido, aunque aun puede haber cancer en el cuerpo.

En una modalidad, un sujeto entra en remision después de la terapia de
induccién, que, en una modalidad, comprende cirugia, quimioterapia u

otros medios para reducir la carga tumoral.

En una modalidad, "tratamiento” se refiere tanto a tratamiento terapéutico
como a medidas profilacticas o preventivas, en donde el objetivo es evitar
o disminuir la afeccién o trastorno patologico especifico como se describio
anteriormente. Por lo tanto, en una modalidad, los métodos de la presente
invencion comprenden la administracion a un sujeto mientras el sujeto
esta en remision del cancer después de la quimioterapia o cirugia u otros
tratamientos. En otra modalidad, los métodos de la presente invencion
comprenden la administracién a un sujeto que ha recaido en cancer. En
otra modalidad, los métodos de la presente invencidbn comprenden la

administracion a un sujeto que tiene cancer activo.

Por lo tanto, en una modalidad, el tratamiento puede incluir directamente
afectar o curar, suprimir, inhibir, evitar, reducir una incidencia, reducir la
severidad de, retrasar el inicio de, reducir los sintomas asociados con la
enfermedad, trastorno o condicion, o sus combinaciones. Por lo tanto, en
una modalidad, “tratamiento” se refiere, entre otros, a retrasar la
progresion, acelerar la remision, inducir la remision, aumentar la remision,
acelerar la recuperacion, aumentar la eficacia de, o disminuir la

resistencia a agentes terapéuticos alternativos, o sus combinaciones. En
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otra modalidad, el tratamiento se refiere a reducir la patogénesis de,
mejorar los sintomas de, mejorar los sintomas secundarios de, o
prolongar la latencia a una recaida de un cancer en un sujeto. En una
modalidad, "evitar" se refiere, entre otros, a retrasar la aparicion de
sintomas, evitar la recaida a una enfermedad, disminuir el nimero o
frecuencia de episodios de recaida, aumentar la latencia entre episodios
sintomaticos, o sus combinaciones. En una modalidad, “suprimir’ o
“‘inhibir”, se refiere, entre otros, a reducir la gravedad de los sintomas,
reducir la gravedad de un episodio agudo, reducir la cantidad de
sintomas, reducir la incidencia de los sintomas relacionados con la
enfermedad, reducir la latencia de los sintomas, mejorar los sintomas,
reducir los sintomas secundarios, reducir las infecciones secundarias,

prolongar la supervivencia del paciente, o sus combinaciones.

En una modalidad, los métodos de la presente invencion alivian los
sintomas en un sujeto. En una modalidad, los sintomas son primarios,
mientras que, en otra modalidad, los sintomas son secundarios. En una
modalidad, "primario” se refiere a un sintoma que es un resultado directo
del cancer, mientras que, en una modalidad, "secundario” se refiere a un
sintoma que se deriva de 0 es consecuente a una causa primaria. En una
modalidad, los métodos de la presente invencion tratan sintomas
primarios o secundarios o complicaciones secundarias relacionadas con

el cancer.

En otra modalidad, los "sintomas" pueden ser cualquier manifestacion de
un cancer, lo que incluye espasmos, calambres, rigidez de los musculos;
debilidad muscular que afecta un brazo o una pierna; habla arrastrada o
nasal; dificultad para masticar o tragar; debilidad general, atrofia o sus

combinaciones.
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De acuerdo con cualquiera de los métodos de la presente invencion y en
una modalidad, el sujeto es humano. En otra modalidad, el sujeto es un
primate no humano. En otra modalidad, el sujeto es murino, que en una
modalidad es un raton, y, en otra modalidad, es una rata. En otra
modalidad, el sujeto es canino, felino, bovino, equino, laprina o porcino.
En otra modalidad, el sujeto es un mamifero. En otra modalidad, el sujeto

es cualquier organismo susceptible a cancer o tumores.

Composiciones terapéuticas y métodos de administracion

En una modalidad, los métodos de la presente invencion comprenden
administrar una composicion farmaceéutica que comprende un agente
terapéutico como se describe en la presente, lo que incluye inhibidores
de PD-1 o PD-L1, dihidrocloruro de histamina e IL-2 y un portador

aceptable farmacéuticamente.

"Composicion farmacéutica” se refiere, en una modalidad, a una cantidad
eficaz terapéuticamente del ingrediente activo, es decir, inhibidores de
PD-1 o PD-L1, dihidrocloruro de histamina o IL-2, junto con un portador o
diluyente aceptable farmacéuticamente. Una ‘"cantidad eficaz
terapéuticamente” se refiere, en una modalidad, a esa cantidad que
proporciona un efecto terapéutico para una condicion dada y un régimen

de administracion.

Las composiciones farmacéuticas que contienen el agente terapéutico
pueden administrarse, en una modalidad, a un sujeto mediante cualquier
método conocido por un experto en la técnica, tal como por via parenteral,
transmucosal, transdérmica, intramuscular, intravenosa, intradérmica,
intraperitoneal, intraventricular, intracraneal, intravaginal o intratumoral.
En una modalidad, el agente terapéutico se administra por via

subcutanea.
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En otra modalidad, como se describe en los métodos y composiciones de
la presente invencion, las composiciones farmaceéuticas se administran
por via oral y, por lo tanto, se formulan en una forma adecuada para la
administracion oral, es decir, como una preparacion sélida o liquida. Las
formulaciones orales sélidas adecuadas incluyen tabletas, capsulas,
pildoras, granulos, comprimidos y similares. Las formulaciones orales
liguidas adecuadas incluyen soluciones, suspensiones, dispersiones,
emulsiones, aceites y similares. En otra modalidad de la presente
invencion, el ingrediente activo se formula en una cépsula. De acuerdo
con esta modalidad, las composiciones de la presente invencion
comprenden, en adicion al compuesto activo y el portador o diluyente

inertes, una capsula de gelatina dura.

En otra modalidad, las composiciones farmaceéuticas se administran por
inyeccion intravenosa, intraarterial, o intramuscular de una preparacion
liguida. Las formulaciones liquidas adecuadas incluyen soluciones,
suspensiones, dispersiones, emulsiones, aceites y similares. En otra
modalidad, las composiciones farmacéuticas se administran por via
intravenosa y por lo tanto se formulan en una forma adecuada para la
administracion intravenosa. En otra modalidad, las composiciones
farmacéuticas se administran por via intraarterial y por lo tanto se
formulan en una forma adecuada para la administracion intraarterial. En
otra modalidad, las composiciones farmacéuticas se administran por via
intramuscular y por lo tanto se formulan en una forma adecuada para la

administracion intramuscular.

En otra modalidad, las composiciones farmacéuticas se administran por
via tépica a las superficies corporales y por lo tanto se formulan en una
forma adecuada para la administracion topica. Las formulaciones topicas
adecuadas incluyen geles, ungientos, cremas, lociones, gotas y

similares. Para la administracion topica, el agente terapéutico se prepara
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y aplica como una solucién, suspension o emulsién en un diluyente

aceptable fisiolébgicamente con o sin un portador farmacéutico.

En otra modalidad, las composiciones farmacéuticas proporcionadas en
la presente descripcion son composiciones de liberacion controlada, es
decir, composiciones en las que el agente terapéutico se libera durante
un periodo de tiempo después de la administracion. Las composiciones
de liberacion controlada o sostenida incluyen formulacién en depésitos
lipofilicos (por ejemplo, acidos grasos, ceras, aceites). En otra modalidad,
la composicion es una composicion de liberacion inmediata, es decir, una
composicion en la que todo el agente terapéutico se libera

inmediatamente después de la administracion.

Cada uno de los aditivos, excipientes, formulaciones y métodos de
administracion anteriores representa una modalidad separada de la

presente invencion.

Todas las patentes, solicitudes de patente y publicaciones cientificas
citadas en la presente descripcion se incorporan en su totalidad en la

presente descripcion como referencia.

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas completamente
las modalidades preferidas de la invencion. Sin embargo, no deben
interpretarse de ninguna manera como limitantes del amplio alcance de

la invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Combinacion de anti-PD-1/anti-PDL1 e histamina — Métodos
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Se cultivé la linea celular de timoma EL-4 (proporcionada por el Dr. Ingo
Schmitz, Universidad Otto-von-Guericke, Magdeburg, Alemania) en
medio DMEM (Sigma, Estocolmo, Suecia) suplementado con suero de
ternera fetal al 10 %, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml y L-
glutamina 2 mM, como se describe en Martner, A. y otros, The Journal of
Immunology, volumen 194, nim. 10, pp. 5014-5021. Ratones C57BL/6J
(6-8 semanas de edad, adquiridos en Charles River Laboratories,
Sulzfeld, Alemania) se inocularon por via subcutanea con 1.75-2 x 10°
células tumorales EL-4 y se trataron con solucién salina (control) 0 1.5 mg
de dihidrocloruro de histamina (adquirido de Sigma-Aldrich, Estocolmo,
Suecia) diluido en solucién salina, mediante inyecciones intraperitoneales
tres veces por semana con el inicio un dia antes de la inoculacion de las
células. Doscientos cuarenta ug de un anticuerpo contra el receptor 1 de
muerte celular programada (PD1 anti-raton, clon RMP1-14, denominado
como a-PD1) y 240 ug de un anticuerpo contra el ligando 1 de muerte
programada (anti-raton PD-L1, clon 10F.9G2, denominado como a-PDL1)
(ambos adquiridos de BioXcell, West Lebanon, NH, EE.UU., nUmeros de
catdlogo BE0146 y BE0101, respectivamente) se administraron mediante
inyecciones intraperitoneales tres, seis y diez dias después de la
inoculacion tumoral. Los tumores se midieron manualmente cada 2-3
dias. El tamafio del tumor se calculé como la longitud x ancho. Los
ratones se sacrificaron dos semanas despueés de la inoculacion del tumor
cuando los tumores control habian alcanzado un tamafo de

aproximadamente 1.5 cm?.

Ejemplo 2

Combinacion de anti-PD-1/anti-PDL1 e histamina — Resultados

De acuerdo con un estudio previo (Martner, A. y otros, The Journal of
Immunology, volumen 194, nam. 10, pp. 5014-5021), el tratamiento de

ratones que portan EL-4 con histamina redujo significativamente la
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velocidad de crecimiento tumoral (Figuras 1-3). La administracién de
anticuerpos inhibidores de a-PD1- + a-PDL1 resulté en una reduccion
comparable del crecimiento tumoral. La combinacion de histamina y anti-
PD1/anti-PDL1 aumento la reduccion del crecimiento del tumor EL-4 en
cada tratamiento (histamina u a-PD1/a-PDL1) solo. En las Figuras 1-3, el
tamafno del tumor se indica como % del control, donde el 100 % era el
tamafio medio de los tumores del control al final de los experimentos (es

decir, 2 semanas después de la inoculacién del tumor).

Ejemplo 3

LA DINAMICA DE LOS SUBCONJUNTOS DE CELULAS T
CITOTOXICAS DURANTE LA INMUNOTERAPIA PREDICE EL
RESULTADO EN LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Materiales y Métodos

Pacientes, disefio del estudio y objetivos

Este estudio multicéntrico de un solo brazo fase IV (Re:Mission,
NCT01347996, registrado en www.clinicaltrials.gov) inscribi6 a 84
pacientes (edad 18-79 afios) con AML en la primera CR. Como se expone
esquematicamente en la Figura 4, los pacientes recibieron diez ciclos
consecutivos de 21 dias de dihidrocloruro de histamina (HDC; Ceplene)
en combinacion con dosis bajas de IL-2 durante 18 meses 0 hasta la

recaida o la muerte.

El tratamiento continudé durante un total de 18 meses o hasta que los
pacientes recayeron, murieron, interrumpieron la terapia debido a eventos
adversos, retiraron el consentimiento, o se perdieron para el seguimiento.

Los ciclos 1 a 3 comprendieron 3 semanas de tratamiento y 3 semanas
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sin tratamiento, y en los ciclos 4 a 10 los periodos sin tratamiento se
extendieron a 6 semanas. En cada ciclo, los pacientes en el brazo de
tratamiento recibieron HDC (Maxim Pharmaceuticals, San Diego, CA) a
0.5 mg por via subcutanea dos veces al dia e IL-2 recombinante humana
(aldesleucina; 16 400 U/kg por via subcutanea dos veces al dia; Chiron
Corporation, Emeryville, CA). Después de 18 meses de tratamiento
(brazo HDC/IL-2), todos los pacientes fueron seguidos durante al menos

seis meses adicionales después del final de la inmunoterapia.

La dosificacion, la via de administracion, los criterios de exclusion,
etcétera, fueron idénticos a aquellos descritos para un ensayo fase lll
previo [Blood. 2006; 108(1):88-96, incorporado en la presente descripcion
como referencia. Los puntos finales primarios en el estudio Re:Mission
incluyeron la evaluacion de los efectos farmacodinamicos cuantitativos y
cualitativos de HDC/IL-2 mediante el monitoreo de los fenotipos de las
células T y NK antes y después de los ciclos de tratamiento. El protocolo
establecia que todos los datos colectados en apoyo de estos objetivos
debian analizarse para las poblaciones como un todo y por subgrupos de
acuerdo con la edad del paciente al momento de la inscripcion (<60 y >60
afnos). Los aspectos informados en la presente descripcion de la biologia
de las células T frente al resultado clinico (LFS y OS) se realizaron post

hoc. Las caracteristicas del paciente se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los Pacientes

n (%) LFS, n (%)
Todos los Edad >60 Todos los Edad >60
pacientes (n=47) pacientes
(n=84)
Sexo
Femenino 44 (52) 23 (49) 15/44 (34) 6/23 (26)
Masculino 40 (48) 24 (51) 20/40 (50) 10/24 (42)
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Grupo de

riesgo
Riesgo 34 (40) 17 (36) 18/34 (53) 8 /17 (47)
favorable
Intermedio | 25 (30) 10 (22) 9/25 (36) 2/10 (20)
Intermedio Il 13 (15) 9 (19) 6/13 (46) 4/9 (44)
Riesgo alto 7 (8) 6 (13) 1/7 (14) 1/6 (17)
ND 5 (6) 5(11) 1/5 (20) 1/5 (20)
Cariotipo
Normal 44 (52) 23 (49) 19/44 (43) 9/23 (39)
Favorable 14 (17) 5(11) 8/14 (57) 2/5 (40)
Desfavorable 7 (8) 6 (13) 2/7 (29) 2/6 (33)
Otro 15 (18) 10 (21) 5/15 (33) 3/10 (30)
ND 4 (5) 3(6) 1/4 (25) 0/3 (0)
Estado de mutacion
NPM1 n=69 n=39

25 (36) 14 (36) 12/25 (48) 6/14 (43)
FLT3 n=72 n=37

6 (8) 3(8) 0/6 (0) 0/3 (0)
CEBPA n=42 n=23

3(7) 1(4) 1/3 (33) 0/1 (0)
Induccion
cursos de
1 63 (75) 33 (70) 31/63 (49) 14/33 (44)
>1 21 (25) 14 (30) 4/21 (19) 2/14 (14)
Cursos de
consolidacio
n
0-2 41 (49) 27 (57) 15/41 (37) 6/27 (22)
>2 43 (51) 20 (43) 20/43 (47) 10/20 (50)

Abreviaturas: LFS, supervivencia libre de leucemia, ND, no realizada

Una explicacion mas detallada para la terapia de induccion vy

consolidacion anterior puede encontrarse en otra parte.

5 Muestreo de sangre periférica y citometria de flujo
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Se colectd sangre periférica antes y después del primer y tercer ciclos de
tratamiento, es decir, ciclo 1, dia 1 (C1D1) y ciclo 1, dia 21 (C1D21), ciclo
3, dia 1 (C3D1) y ciclo 3, dia 21 (C3D21). Las PBMC se aislaron y se
crioconservaron en sitios locales y se enviaron en hielo seco al laboratorio
central (en el Sahlgrenska Cancer Center, Universidad de Gotemburgo,
Suecia) para su andlisis mediante citometria de flujo. Para estos analisis,
las muestras de PBMC congeladas se descongelaron rapidamente en
medio de Iscoves suplementado con FCS al 10 %. Posteriormente, las
células se lavaron en medio de Iscoves y después en PBS. Las células
se tifieron primero con tincion amarilla fijable LIVE/DEAD (Life
technologies, Grand Island, NY, EE.UU.) mediante incubacion durante 30
min a 4 °C en PBS, seguido de tincion para marcadores de superficie
durante 30 min a 4 °C en PBS que contenia 0.5 % de BSA y 0.1 % de
EDTA o en tampdn de tincion brillante (BD Biosciences, Estocolmo,
Suecia). Los anticuerpos monoclonales antihumanos siguientes se
usaron para fenotipado: CD3-FITC (HIT3a), CD4-APC-H7 (RPA-T4),
CD4-Horizon V450 (RPA-T4), CD8-APC (RPA-T8), CD8-PerCP-Cy5.5
(RPA-T8/SK1), CD8-Qdot705 (3B5), CD16-Horizon V450 (3G8), CD25-
Violeta Brillante 421 (M-A251), CD45RA-APC (HI100), CD45RO-PE
(UCHLY), CD56-PerCP-eFluor710 (CMSSB), CD56-PE-Cy7
(NCAM16.2), CD69-PE-Cy7 (FN50), HLA-DR-FITC (L243) (todos de BD
Biosciences). CCR7-PE-Cy7 (G043H7) de Biolegend, San Diego, CA,
EE.UU. CD3-Pacific Blue (S4.1), CD14-Qdot655 (TuK4) y estreptavidina-
Qdot605 (todos de Life technologies). La tincion intracelular de IFN-y-PE-
Cy7 (B27; BD Biosciences) se realizé después de la tincion superficial y
la fijacibn y permeabilizacion mediante el uso del kit de
fijacion/permeabilizacion de FoxP3 (eBioscience, San Diego, CA,

EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Las muestras teflidas se analizaron en un citbmetro de flujo BD
LSRFortessa SORP de 4 laseres (405, 488, 532 y 640 nm; BD
Biosciences). Los datos se analizaron mediante el uso del software
FlowJo, version 7.6.5 o posterior (TreeStar, Ashland, OR, EE.UU.) o el
software FACSDiva, version 6 o posterior (BD Biosciences). Se

excluyeron las muestras con menos del 25 % de viabilidad.

Se obtuvieron muestras de sangre de 81 de entre 84 pacientes. Los
conteos diferenciales de sangre completa se realizaron en sitios locales y
se usaron para calcular los conteos absolutos de células T CD8+ en
sangre. Todas las muestras disponibles se analizaron para determinar el
contenido de células T y los marcadores de activacion de la expresion (lo
gue incluye la produccién de CD25 y CD69 e IFN-y en respuesta a PMA).
Si un andlisis fall6 de acuerdo con los criterios predefinidos (fallo
experimental, pocas células, escasa viabilidad celular), se descongel6
una segunda muestra para reanalizarla. Si también el segundo intento
fallo en generar datos, estas muestras se excluyeron del analisis. En un
segundo conjunto de experimentos, las muestras disponibles se
analizaron para la distribucion de subconjuntos de células T y la expresion
de HLA-DR. Todas las muestras analizadas exitosamente, de acuerdo
con los criterios predefinidos establecidos anteriormente, se incluyeron en
este informe. En la Figura 5 se muestra un diagrama de flujo de pacientes

gue se incluyeron o excluyeron de los andlisis.

Produccion de IFN-y- después de estimulacion con PMA/ionomicina

0 péptido

Las muestras descongeladas colectadas antes y después del primer y
tercer ciclos de tratamiento de inmunoterapia con HDC/IL-2 se sembraron
en medio de Iscoves complementado con FCS al 10 % en placas de 96

pocillos, 1x10° células por pocillo. Las células se dejaron reposar durante
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toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente, las células se lavaron con medio
tibio antes de la estimulacion consistente en una incubacion de 5 horas
con PMA 0.2 ug/ml (Sigma-Aldrich Munich, Alemania) junto con
ionomicina 2 pg/ml (Sigma-Aldrich) o 6 horas de incubacién con un
conjunto de péptidos AML (péptidos superpuestos que cubren las
proteinas asociadas a la leucemia WT1, PRAME, survivina y hTERT,;
Miltenyi Biotec) o, como control, péptidos CEF (32 péptidos especificos
para MHC clase | con secuencias derivadas de citomegalovirus humano
(HCMV, por su siglas en inglés), virus de Epstein-Barr (EBV, por su siglas

en inglés) y virus de la influenza; Miltenyi Biotec).

La concentracion final de cada péptido fue de 0.6 nmol. Las moléculas
coestimuladoras anti-CD28 (CD28.2; BD Biosciences) y anti-CD49d
(9F10; BD Biosciences), 2 ug/ml de cada una, se afadieron a los pocillos
con estimulacion peptidica, asi como también a las muestras de control
negativo, que sirvio para determinar la sefal de fondo. Para todos los
estimulos, se afadid Golgiplug (BD Biosciences) durante las ultimas 4
horas de estimulacién de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las
muestras se tifieron con tincion amarilla fijable LIVE/DEAD y marcadores
de superficie antes de fijarse, permeabilizarse y tefiirse intracelularmente
con IFN-y tal como se describio anteriormente. Se considerd que los
pacientes albergaban células T CD8+ especificas de AML o CEF si la
frecuencia de células T CD8+ productoras de IFN-y excedia 0.05 %
(después de la sustraccion del fondo segun lo determinado por la muestra
de control negativo) en cualquiera de los puntos de tiempo (C1D1, C1D21,
C3D1, C3D21). Para evitar el sesgo de seleccion, solo los pacientes sin
eventos (recaidas) que ocurrieron antes del ultimo punto de tiempo

(C3D21; 105 dias) se consideraron en estos analisis.

Estadistica
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De acuerdo con el plan de analisis estadistico, se uso la prueba t pareada
para comparaciones Unicas de fenotipos de células T CD8+. Para
determinar el impacto de la dinAmica de los subconjuntos CD8+ o
marcadores en el resultado, las muestras se dicotomizaron por la
mediana para puntos de tiempo unicos o por induccion/reduccion durante
el primer ciclo de tratamiento si no se indic6 de cualquier otra manera. Los
analisis de la funcion de las células T frente al resultado se basan en datos
de la LFS, definidos como el tiempo en dias desde el inicio de la
inmunoterapia con HDC/IL-2 hasta la recaida o muerte por cualquier
causa, y la OS, definida como el tiempo correspondiente hasta la muerte,
disponible en la fecha de cierre del ensayo (13 de octubre de 2014), es
decir, cuando todos los pacientes se habian seguido durante al menos 24
meses (18 meses de tratamiento y 6 meses de seguimiento adicional). La
recaida se definid como al menos un 5 % de células blasticas en la
médula 6sea o presencia de leucemia extramedular. El impacto del
fenotipo de células T sobre la LFS y la OS se analizé mediante la prueba

de rangos logaritmicos.

El impacto de la edad, la clasificacion del grupo de riesgo de acuerdo con
las recomendaciones de European LeukemiaNet [Blood. 2010;
115(3):453-474], el nimero de cursos de induccion requeridos para
alcanzar la CR (1 0 >1) y el numero de cursos de consolidacion (0-2 0 >2)
en la LFS y la OS se evalu6 mediante el uso del modelo de regresion
univariada de Cox. Los factores de prondstico con un valor de p por
debajo de 0.1 (edad y nimero de ciclos de induccidn) se incluyeron como
posibles factores de confusion en un analisis de regresion multivariada de
Cox (Tabla 2).

Tabla 2. Analisis de regresion de Cox univariada y multivariada del

impacto de aspectos del fenotipo de células T CD8* en la LFS v la OS.
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Analisis de Univariado Multivariado*
regresion de Cox

HR de valor HR de valor

confianza dep confianza dep
Intervalo Intervalo

Todos los
pacientes (n=44)
Induccién de Ty 0.45 0.20-0.98 0.04 0.47 0.21-1.06 0.07
frente a LFS
Induccién de Ty 0.29 0.10-0.82 0.02 0.29 0.10-0.85 0.02
frente a OS
Induccién de Tewm 1.08 0.50-2.36 0.84 146 0.64-3.32 0.37
frente a LFS
Induccién de Tewm 1.43 0.52-3.93 0.49 2.65 0.91-7.76 0.08
frente a OS
Reduccion de Tewm 0.26  0.12-0.60 0.001 0.26 0.11-0.60 0.002
frente a LFS
Reduccion de Tewm 0.24  0.08-0.69 0.009 0.23 0.08-0.70 0.01
frente a OS
Induccién de Terr 0.50 0.23-1.09 0.08 0.46 0.20-1.03 0.06
frente a LFS
Induccién de Terr 0.35 0.12-0.99 0.048 0.27 0.09-0.80 0.02
frentea OS
Transicion frente a 0.19 0.07-0.50 0.001 0.17 0.06-0.47 0.001
LFS **
Transicién frente a 0.13  0.03-0.59 0.008 0.12 0.02-0.54 0.006
0OS **
Pacientes >60 afios
(n=27)
Induccién de Ty 0.25 0.88-0.68 0.007 0.20 0.07-0.61 0.005
frente a LFS
Induccién de Ty 0.17  0.04-0.67 0.01 0.13 0.03-0.59 0.008
frente a OS
Induccién de Tewm 1.39 0.50-3.85 0.53 141 0.50-3.97 0.52

frente a LFS
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Induccion de Tewm 3.37 1.01-11.2 0.048 3.77 1.08-13.2 0.04

frente a OS

Reduccion de Tewm 0.10 0.03-0.38 0.001 0.10 0.03-0.39 0.001
frente a LFS

Reduccion de Tewm 0.14 0.03-0.57 0.006 0.13 0.03-0.57 0.006
frente a OS

Induccion de Terr 0.22 0.07-0.68 0.009 0.26 0.08-0.87 0.03
frente a LFS

Induccion de Terr 0.10 0.03-0.40 0.001 0.10 0.02-0.51 0.005
frente a OS

Transicion frente a <0.00 *** <0.0 ***

LFS ** 1 01

Transicion frente a <0.00 *** <0.0 F**

OS ** 1 01

Abreviaturas: LFS, supervivencia libre de leucemia, OS,
supervivencia global

*Ajustado por edad y numero de ciclos de induccién

** Transicion: reduccion de Tem con inducciéon simultanea de

TErr.
*** Muy pocos eventos para el andlisis de regresion de Cox

Todos los valores de p indicados son bilaterales. Este estudio se realizd
de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki. El ensayo se
aprobé por los Comités de Etica de cada institucion participante, y todos
5 los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito antes de la

inscripcion.

Ejemplo 4

10 Ladinamica de los subconjuntos de células T citotoxicas durante

lainmunoterapia predice el resultado en la leucemia mieloide

aguda —Resultados

Los pacientes con ALM en primera CR recibieron 10 ciclos consecutivos
15 de 3 semanas de HDC/IL-2 en la fase posterior a la consolidacion, como

se expone en la Figura 4. La sangre periférica colectada antes y después
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del primer y tercer ciclos de inmunoterapia se analiz6 para el contenido y
fenotipo de células T CD8+. Durante los ciclos de tratamiento, HDC/IL-2
no altero los conteos absolutos de células T CD8+ en sangre (Figura 6A).
Ademas, los conteos de células T CD8+ (por encima o por debajo de la
mediana) antes o después de la terapia no afectaron el riesgo de recaida

(datos no mostrados).

Cuando se comparo la distribucion de Tn, Tcwm, Tem Y Tert CD8+ antes y
después del primer ciclo de tratamiento, los pacientes sin recaida
mostraron una reduccion clara de la fraccion de células Tewm junto con una
induccion de células Terr (Figura 6). Al inicio de la terapia, los pacientes
con un porcentaje alto (por encima de la mediana) de células Tewm
mostraron una probabilidad ligeramente mayor de LFS, mientras que no
se encontraron diferencias significativas en el riesgo de recaida para
pacientes con un porcentaje alto o bajo (por la mediana) de células Ty,
Tewm, 0 Terf (Figura 7). Los pacientes que experimentaron una reduccion de
la frecuencia de células Tem 0 una induccion de células Ter durante el ciclo
1 mostraron una LFS y/o OS significativamente mejorada (Figura 8C-D
con los resultados del analisis multivariado que se muestra en la Tabla 2).
Ademas, la induccion de la frecuencia de linfocitos T virgenes durante el
primer ciclo de tratamiento predijo significativamente la LFS y la OS
(Figura 8A, Tabla 2). La distribucién de las células Tcm aparentemente no
se alter6 durante la inmunoterapia (Figura 8D) y no influyé en el riesgo de
recaida (Figura 8B). La distribucion de subconjuntos de células T no se
altero significativamente durante el ciclo de tratamiento 3 (datos no

mostrados).

Se ha propuesto la estimulacion de células T CD8+ con antigeno para
dirigir la diferenciacion de células Tn — Tcm — Tem — Tert [Current opinion
in immunology. 2013; 25(5):556-563; Vaccine. 2015; 33(7):914-923].

Por lo tanto, especulamos que las células Te se indujeron a partir de
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células Tem durante el primer ciclo de tratamiento de HDC/IL-2. De hecho,
se observo una correlacion entre una induccion de Te y una reduccion de
Tem durante el ciclo 1 (Figura 9). Dieciocho de los 44 pacientes analizables
(41 %) mostraron una memoria para la transicion a células T efectoras,
definida como una reduccion de las células Tem CD8+ con un aumento
concomitante en las células Ter CD8+. Estos pacientes mostraron una
mejoria enla LFS (HR 0.19, P <0.001) y la OS (HR 0.13, P=0.002; Figura
8E, Tabla 2).

Fenotipos de células T en pacientes de mayor edad

El protocolo de ensayo especifico analisis de resultado por subgrupos de
acuerdo con la edad del paciente al momento de la inscripcion (<60 y >60
afos). El conteo de células T CD8+ o la distribucion de células
Tn/Tem/Tem/Ter  CD8+ al inicio de la inmunoterapia no difirid
significativamente entre los grupos de edad (Figura 10A-D). Durante el
primer ciclo, el tratamiento con HDC/IL-2 indujo un aumento significativo
de la frecuencia de células Tesr S0l0 en pacientes de mayor edad (Figura
10D). El impacto de la distribucién alterada de las células Tn y Ter, la
reduccion de la frecuencia de células Tew y la transicion aparente de las
células Tem hacia Terr €n el resultado fue pronunciada en pacientes de
mayor edad. Por lo tanto, todos estos aspectos de la diferenciacion de
células T CD8+ inducida por inmunoterapia predijeron la LFS y/o la OS
en este grupo de edad (Figura 8F-J) y permanecieron significativamente
predictivos después de la correccion para los factores de pronosticos
(Tabla 2). La dinAmica de los subconjuntos de células T CD8+ durante el
ciclo 1 no pronostico significativamente la LFS o la OS en pacientes de
menor edad (Figura 10E-N).

Marcadores adicionales de activacion de células T
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Ademas de la distribucion de fenotipos de células T, analizamos el
impacto de la inmunoterapia en marcadores de activacion de células T
citotdxicas. Los niveles de expresion de CD69 y CD25, que son
marcadores empleados frecuentemente de células T activadas, no se
afectaron por el tratamiento con HDC/IL-2 (Figura 11A-B) y los niveles de
expresion de estos marcadores no influyeron en el resultado clinico (datos
no mostrados). Por el contrario, la expresion de HLA-DR se redujo
durante el primer ciclo de terapia (Figura 11C). La HLA-DR se expreso
principalmente por las poblaciones de memoria, y la reduccion fue
significativa para las células Tcm Y Tem pero no para las células Tn O Tes
(datos no mostrados). Una expresion baja de HLA-DR en células T CD8+
al final del primer ciclo de tratamiento con HDC/IL-2 predijo débilmente un
resultado clinico favorable (el andlisis de regresion univariada de Cox
parala OS fue P=0.04, mientras que el analisis de regresion multivariando
de Cox para la OS fue P=0.12; Figura 12A).

La presencia de células T especificas paraleucemia anuncia una CR

mantenida

A continuacion, determinamos la capacidad de las células T CD8+ para
producir IFN-y ex vivo antes y después de la inmunoterapia. La capacidad
de las células T CD8+ de los pacientes para producir IFN-y después de
la estimulacion con PMA/ionomicina fue similar antes y después del
primer ciclo de tratamiento (Figura 11D) y no tuvo impacto en el resultado
clinico (no se muestra). Para determinar si los pacientes albergaban
células T CD8+ gue eran reactivas especificamente con antigenos
leucémicos, las PBMC se estimularon mediante grupos de péptidos que
representaban antigenos asociados a la leucemia conocidos (WT1,
survivina, PRAME y hTERT) seguido de la cuantificacion de células T
CD8+ productoras de IFN-y. Las células T CD8+ de donantes sanos de

PBMC no produjeron niveles de IFN-y por encima del fondo en respuesta
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a los péptidos derivados de la leucemia (datos no mostrados). Tres de los
20 pacientes analizados mostraron células T CD8+ especificas de
antigeno contra cualquiera de estos antigenos al inicio de la
inmunoterapia (C1D1). Dos de estos pacientes experimentaron recaidas
tardias (a >600 dias). Siete pacientes adquirieron células T reactivas a la
leucemia durante la inmunoterapia (a C1D21, n=2, C3D1, n=4 o C3D21,
n=1), todos los cuales permanecieron en CR ininterrumpida. Segun el
analisis de Kaplan-Meier, la presencia de células T CD8+ especificas
predijo la LFS (P=0.01), mientras que la presencia de células T CD8+
especificas del antigeno que responden a péptidos de control virales
(CMV, EBV e influenza; CEF) no (P=0.5 ; Figura 12B-C).

Los resultados de este estudio indican, por primera vez, que una
distribucion alterada de fenotipos de células T citotoxicas en sangre
durante la inmunoterapia es relevante para el prondstico de pacientes con
AML no trasplantados en CR. Un hallazgo importante fue que estos
aspectos de la inmunidad de las células T determinaron el riesgo de
recaida y la supervivencia de pacientes de mayor edad, que tienen un alto
riesgo de recaida y muerte. La evaluacion de la transicion de células T de
memoria para las T efectoras puede ser (til ampliamente en la
inmunoterapia contra el cancer basada en células T. Se desconoce el
motivo de la falta de correlacion significativa entre la dinamica de los
subconjuntos de células T CD8" y el resultado en pacientes de menor
edad, pero podria relacionarse con una menor incidencia de recaida en
este grupo de edad junto con menos muestras disponibles para el

analisis.

El mecanismo preciso que explica nuestro hallazgo de un cambio de
células Tem a células Ter en sangre de pacientes con AML durante el
primer ciclo de inmunoterapia con HDC/IL-2 aun no se ha determinado.

Sin embargo, se ha informado que la IL-2 promueve el desarrollo de
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células T CD8" hacia poblaciones de células de memoria y efectoras, v,
por lo tanto, es concebible que el componente IL-2 del régimen HDC/IL-2
sea crucial para la transicion de células T de memoria a efectoras
observada. Ademas, la transicion de células T de memoria a efectoras es
compatible con la vision de que las células Tem se diferencian en células
Ter después de la exposicion al antigeno. Aunque son posibles
explicaciones alternativas, incluida la extravasacion de subconjuntos de
células T durante la inmunoterapia, planteamos la hipétesis de que la
inmunoterapia con HDC/IL-2 facilita el desarrollo de células T efectoras,
lo que puede explicar la prediccion fuerte del resultado clinico en
pacientes que experimentan una transicion Tem a Ter. ES de destacar que
otros han demostrado que las células T especificas de AML portan un
fenotipo de célula Ter. En un apoyo adicional para el desarrollo de
inmunidad funcional de células T durante la inmunoterapia, se observaron
niveles detectables de células T CD8" que reaccionaron con péptidos
leucémicos en 7/20 pacientes durante el curso de la terapia. La presencia
de células T CD8" especificas para la leucemia, pero no de células T CD8*
reactivas con antigenos virales comunes, predijo significativamente la
LFS. Estos resultados concuerdan con observaciones previas sobre el
papel de los antigenos inmunoreactivos asociados a la leucemia en la
AML y brindan apoyo al papel de las células T citotoxicas para la vigilancia

del clon leucémico.

La HLA-DR se considera un marcador de activacion de células T, pero la
expresion aumentada de HLA-DR en células T CD8" se ha relacionado,
ademas, con la supresion y el agotamiento de células T en el cancer,
infecciones virales crénicas y envejecimiento. La reduccion de la
expresion de HLA-DR en las células Tcm y Tem durante la inmunoterapia
y la tendencia hacia un resultado clinico favorable entre pacientes con

expresion reducida sugieren que la poblacion de memoria de células T
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CD8" puede cambiarse hacia una funcion efectora mejorada durante la

inmunoterapia.

LA HDC/IL-2 se ha desarrollado para la inmunoterapia de la AML para
expandir y activar poblaciones de células T y células asesinas naturales
(NK) (componente IL-2) y proteger simultdneamente estas células
efectoras antileucémicas contra la inactivacion por especies reactivas de
oxigeno derivadas de células mieloides (componente HDC). Resultados
anteriores del ensayo Re:Mission muestran que el tratamiento con
HDC/IL-2 desencadena la expresion de receptores de citotoxicidad
natural (NCR, por sus siglas en inglés), que son receptores activadores
de importancia para el reconocimiento de células aberrantes por las
células NK, junto con el aumento de los conteos de células NK en sangre.
Los resultados del ensayo Re:Mission sugirieron que los incrementos de
expresion de NCR y conteos de células NK en el ciclo solo predijeron
débilmente la LFS y la OS, mientras que los resultados presentados en la
presente descripcion implican que la distribucion alterada de los
subconjuntos de células T CD8" durante el primer ciclo de tratamiento fue
critica para el prondstico. Observamos que los pacientes con una
transicion de células Tem a Terr durante el primer ciclo de tratamiento junto
con la expresion alta de NKp46 en células NK CD16* citotoxicas después
de lainmunoterapia estaban sorprendentemente protegidos de la recaida,
mientras gque los pacientes solo con transicion de células Tem a Teff O
expresion alta de NKp46 solamente se protegieron parcialmente (Figura
13). Estos datos apoyan la hipétesis de que las funciones efectoras de las
células T y NK evolucionan simultdneamente durante la inmunoterapia y
gue ambos subconjuntos de células pueden contribuir a la proteccion

contra recaidas.
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Ejemplo 5

La expresion por células NK de receptores de citotoxicidad

natural puede determinar el riesgo de recaida en pacientes con

AML de mayor edad sometidos a inmunoterapia para el

mantenimiento de la remision

En el momento del diagnostico, aproximadamente el 70 % de los
pacientes con leucemia mieloide aguda (AML) tenian >60 afios. Si bien
una proporcion alta de pacientes de mayor edad alcanzan la remision
completa (CR) después de la quimioterapia, la recaida de la leucemia es
comun en la fase posterior a la quimioterapia y explica significativamente
por qué las tasas de supervivencia a 5 afios de los pacientes de mayor
edad estdn en el intervalo de 10-15 %. La inmunoterapia con
dihidrocloruro de histamina y dosis bajas de interleucina-2 (HDC/IL-2)
tiene como objetivo reforzar las funciones antileucémicas de las células
asesinas naturales (NK) para reducir o erradicar la leucemia residual. En
un ensayo de fase Ill, se demostro que el tratamiento con HDC/IL-2 evita

la recaida en pacientes con AML en CR.

Se informa que varios aspectos de la funcion de las células NK son
relevantes para el prondéstico de la AML, pero no se ha llevado a cabo un
analisis sistematico de aspectos de la biologia de las células NK en
pacientes de mayor edad. Las células NK humanas comprenden dos
fenotipos principales: las células NK citotéxicas CD16*/56+ (denominadas
células NK CD16%) constituyen el 90-95 % de las células NK en sangre
en sujetos sanos, mientras que las células citotoxicas débilmente CD16
/56Piante (células NK CD56P1ae) son consideradas como precursores de
las células NK CD16". La citotoxicidad de las células NK se regula por
receptores de las células NK activadores e inhibidores y sus ligandos
afines en las células objetivo malignas. Los principales receptores

activadores comprenden los receptores de citotoxicidad natural (NCR;
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NKp46, NKp30 y NKp44) y NKG2D. Hemos publicado previamente un
informe provisional de aspectos de la biologia de células NK en pacientes
con AML que participaron en un ensayo fase IV mediante el uso de
HDCI/IL-2 para el mantenimiento de la remision. Aqui, informamos los
resultados finales de este ensayo, con un enfoque en el subgrupo de

pacientes con AML de mayor edad (>60 afos).

Los pacientes con AML en la primera CR recibieron diez ciclos de tres
semanas con HDC/IL-2 durante 18 meses como se describié en otra
parte. Se extrajeron muestras de sangre antes y después del primer ciclo
para el analisis de los conteos absolutos de células NK y la expresion de
NCR en las células NK. Un informe preliminar anterior mostré que el
tratamiento con HDC/IL-2 aumentd los conteos de células NK en la
sangre junto con una expresion aumentada en celulas NK de NKp30 y
NKp46 durante los ciclos de tratamiento. Primero comparamos el grado
de induccion de ceélulas NK y NCR en pacientes de menor edad (<60
afos) y de mayor edad (> 60 afos), respectivamente. Los conteos de
células NK y la expresion de NCR al inicio del tratamiento no difirieron
entre estos grupos de edad, con la excepcion de que la relacion de células
CD56""ae 3 CD16* fue menor en pacientes de mayor edad (P=0.045,
prueba de Mann-Whitney), lo que concuerda con hallazgos previos en
sujetos sanos. Los pacientes de menor edad y de mayor edad no difirieron
en cuanto a la acumulacion de células NK CD16* y CD56"a" en |a
sangre durante los ciclos de tratamiento (Figura 14A, 14D) o la induccion
de la expresion en células NK de los receptores NKp30 y NKp46 (Figura
14B-14C, 14E-14F).

Pretendiamos determinar el impacto de marcadores relacionados con
células NK sobre el resultado mediante la dicotomizacion de los pacientes
jovenes y de mayor edad por conteos altos o bajos (por la mediana) de

células NK o mediante la intensidad de la expresion de NCR en células
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NK, seguido del analisis de la supervivencia libre de leucemia (LFS) y la
supervivencia general (OS). Los conteos de células NK no predijeron
significativamente el resultado en pacientes de menor edad o de mayor
edad, y la expresiéon de NCR en células NK no predijo el resultado en
pacientes de menor edad (P >0.5 para la LFS, no se muestra). Los
pacientes de mayor edad con una expresion superior a la mediana de
NKp30 en las células NK CD16™" al inicio de la terapia (ciclo 1 dia 1; C1D1)
mostraron una LFS y OS mejorada, con una tendencia similar para NKp46
(Figuras 15A y 15C). Una expresion alta de NKp46 en células NK CD16*
después del primer ciclo de tratamiento (ciclo 1 dia 21; C1D21) se asocio
positivamente con la LFS y la OS con una tendencia similar para NKp30
(Figuras 15B y 15D). No se observaron asociaciones significativas entre
el resultado y el nivel de induccion de conteos de células NK o la induccion
de NCR durante el primer ciclo de tratamiento (es decir, niveles C1D21
menos C1D1, no mostrados). En analisis multivariados corregidos por
edad, clasificacion de grupos de riesgo, numero de cursos de induccién
requeridos para alcanzar CR y numero de cursos de consolidacion, la
expresion de NKp30 en C1D1 y la expresion de NKp46 en ClD21
predijeron independientemente la LFS y/o la OS en pacientes de mayor
edad (Tabla 3). Un paciente en CR murié de sepsis, mientras que todas
las demas muertes fueron precedidas por una recaida, lo que ilustra el
impacto de la recaida para la supervivencia en la fase posterior a la

consolidacion también en el grupo de pacientes ancianos con AML.

Se desconoce el motivo de la falta de correlacion entre la expresion de
NCR vy el resultado en pacientes de menor edad, pero puede relacionarse
con el menor numero de pacientes de menor edad en el estudio, junto con
una menor incidencia de recaida y muerte en este grupo de edad (datos
no mostrados). La funcion de las células NK se basa en las interacciones
entre los NCR y sus ligandos en las células objetivo con la consiguiente

activacion de la citotoxicidad de las células NK. Mientras que los ligandos
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de NCR se expresan frecuentemente por células de AML malignas, las
células NK de pacientes con AML recién diagnosticados pueden expresar
densidades inferiores de NCR, lo que repercute en la eficacia
antileucémica de las células NK y en la supervivencia y la probabilidad de
alcanzar CR después de la quimioterapia. Nuestros resultados extienden
estos hallazgos previos lo que seifala un papel para los NCR en la
prevencion de recaidas en la fase posterior a la quimioterapia de la AML.
Se requieren estudios adicionales para confirmar estos resultados y para
establecer si la expresion de NCR de las células NK anuncia una recaida
también en pacientes no tratados o en pacientes sometidos a otras

inmunoterapias.

Tabla 3: Analisis univariados y multivariados del impacto de la expresion
de NKp30 o NKp46 en LES y la OS.

Variable Andlisis univariado Andlisis multivariado
Relaciéon | Intervalo Relacié
Intervalo de
de de valor dep| nde . valor de p
_ _ _ confianza
Riesgo | confianza Riesgo
NKp30, C1D1,
0.24 0.099-0.61 0.002 0.14 0.043-0.43 0.001
LFS
NKp30, C1D1,
os 0.28 0.088-0.91 0.034 0.17 0.037-0.78 0.022
NKp46, C1D21,
0.25 0.10-0.59 0.001 0.28 0.093-0.82 0.020
LFS
NKp46, C1D21,
oS 0.21 0.067-0.66 0.007 0.22 0.047-1.05 0.058

Usamos analisis de regresion de Cox univariados y multivariados para
determinar el impacto de los niveles de expresion por debajo o por encima
de la mediana de NKp30 del ciclo 1 dia 1 (C1D1) o de NKp46 ciclo 1 dia
21 (C1D21) en la LFS y la OS en pacientes >60 afios. En los analisis

multivariados, las relaciones de riesgo se corrigieron segun la edad, la
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clasificaciéon del grupo de riesgo, el nimero de cursos de induccién

necesarios para alcanzar la CR y el nUmero de cursos de consolidacion

Materiales y métodos

Pacientes

Este estudio multicéntrico de un solo brazo fase IV (Re:Mission,
NCT01347996, registrado en www clinicaltrials.gov) inscribié a 84
pacientes (18-79 afios) con AML en primera CR que recibio diez ciclos de
HDC/IL-2 de 21 dias durante 18 meses o0 hasta la recaida o la muerte.
Los puntos finales primarios incluyeron la evaluacion de los efectos
farmacodinamicos cuantitativos y cualitativos de HDC/IL-2 mediante el
monitoreo de fenotipos de células NK y su funcionalidad antes y después
del primer ciclo de tratamiento. El protocolo establecié que los datos
recogidos en apoyo de estos objetivos deben analizarse para las
poblaciones definidas como un todo y por subgrupos de acuerdo con la
edad del paciente al momento de la inscripcion (<60 y >60 afos). Los
analisis de los conteos de células NK y la expresion de NCR frente al
resultado se realizaron post hoc. Las caracteristicas en la inscripcion de
los pacientes de mayor edad (>60 afos, mediana de 67,2, intervalo 60-
79) se incluyen en la Tabla 4. Detalles de las caracteristicas de los
pacientes, terapia de induccién y consolidacion, criterios de exclusion,
tratamiento y dosificacion se encuentran en un informe preliminar anterior

(Ejemplo 4).

Muestreo de sangre periféricay citometria de flujo
Se colect6 sangre periférica antes y después del ciclo de tratamiento 1,
es decir. el dia 1 y el dia 21 del ciclo 1 (C1D1y C1D21), y las PBMC se

aislaron y crioconservaron en sitios locales y se enviaron en hielo seco al

laboratorio central (en el Sahlgrenska Cancer Center, Universidad de
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Gotemburgo, Suecia) para el analisis de citometria de flujo. Las muestras
de PBMC se tifieron con anticuerpos conjugados con fluorocromo y un
marcador de viabilidad y se analizaron mediante el uso de un BD-
LRFortessa SORP de 4-laseres (BD Biosciences, San Diego, CA), como

se explica en detalle en otra parte (Ejemplo 4).

Se dispuso de muestras de 32 de entre 37 pacientes de menor edad y de
45 de entre 47 pacientes de mayor edad. Todas las muestras disponibles
fueron analizadas. Si un analisis fall6 de acuerdo con los criterios
predefinidos (fallo experimental, pocas células, escasa viabilidad celular),
se descongel6 una segunda muestra para reanalizarla. En 18 casos para
muestras de C1D1 y en 12 casos para muestras de C1D21, tambiéen el
segundo intento falld en generar datos, y estas muestras se excluyeron
del analisis. Los conteos diferenciales de sangre completa se realizaron
en sitios locales y se usaron para calcular los conteos absolutos de células
NK en sangre. Faltaron los conteos diferenciales de cuatro pacientes de

menor edad y cinco pacientes de mayor edad.

Tabla 4: Caracteristicas del paciente (edad >60)

n (%) LFS (%)

Sexo

Femenino 23 (49) 6/23 (26)

Masculino 24 (51) 10/24 (42)
Grupo de riesgo

Riesgo favorable 17 (36) 8/17 (47)

Intermedio | 10 (22) 2/10 (20)

Intermedio Il 9 (19) 4/9 (44)

Riesgo alto 6 (13) 1/6 (17)

ND 5 (11) 1/5 (20)
Cariotipo

Normal 23 (49) 9/23 (39)

Favorable 5(11) 2/5 (40)
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Desfavorable 6 (13) 2/6 (33)

Otro 10 (21) 3/10 (30)

ND 3 (6) 0/3 (0)

Estado de mutacion

NPM1 (n=39) 14 (36) 6/14 (43)

FLT3 (n=37) 3(8) 0/3 (0)

CEBPA (n=23) 1 (4) 0/1 (0)
Cursos de induction (n=46)

1 32 (70) 14/32 (44)

>1 14 (30) 2/14 (14)
Cursos de consolidacion (n=46)

0-2 26 (57) 6/26 (23)

>2 20 (43) 10/20 (50)
Estadistica

De acuerdo con el plan estadistico, se usé el test t de Student pareado
para comparaciones Unicas de fenotipos de células NK. Los andlisis de
marcadores de células NK frente a resultado se basan en datos para la
LFS (definidos como el tiempo en dias desde el inicio de la inmunoterapia
con HDC/IL-2 hasta la recaida o muerte por cualquier causa) y la OS
disponibles en la fecha de cierre del ensayo (13 de octubre de 2014), es
decir, cuando todos los pacientes habian sido seguidos durante al menos
24 meses (18 meses de tratamiento y 6 meses de seguimiento adicional).
La recaida se defini6 como al menos un 5 % de células blasticas en la
médula 6sea o por la aparicidbn de leucemia extramedular. La LFS se
definio como el tiempo desde el primer dia de tratamiento con HDC/IL-2
hasta la recaida o muerte por cualquier causa. OS se defini6 como el
tiempo correspondiente a la muerte independientemente de la causa. La
LFS y la OS se analizaron mediante el uso de la prueba de rangos
logaritmicos. Los parametros que predijeron significativamente la LFS y/o
la OS se analizaron posteriormente mediante analisis de regresion de Cox
univariado y multivariado. En los andlisis multivariados, las relaciones de

riesgos se corrigieron segun la edad, la clasificacion del grupo de riesgo,
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el nimero de cursos de induccidn necesarios para alcanzar la CR (1 0 >1)
y el nimero de cursos de consolidacion (0-2 o >2; Tabla 1). Todos los
valores de p indicados son bilaterales. Los pacientes fueron clasificados
por riesgo de acuerdo con las recomendaciones de European
LeukemiaNet. El ensayo se aprobé por los Comités de Etica de cada
institucion participante, y todos los pacientes dieron su consentimiento

informado por escrito antes de la inscripcion.

Ejemplo 6

Dinamica de las poblaciones de células mieloides durante la
inmunoterapia preventiva de la recaida en la leucemia mieloide

aguda

En pacientes con leucemia mieloide aguda (AML, por sus siglas en
inglés), las células mieloides inmaduras se acumulan rapidamente en la
sangre y la médula 0sea. A pesar de que la mayoria de los pacientes
con AML alcanzan la desaparicion de las células leucémicas (remision
completa, CR) después de la quimioterapia, la mayoria de los pacientes
adultos experimentan una recaida de la leucemia con perspectivas
pobres para la supervivencia a largo plazo. La inmunoterapia con
dihidrocloruro de histamina (HDC) junto con la citocina activadora de
células Ty NK IL-2 (HDC/IL-2) se usa actualmente en la UE y en Israel
para la prevencion de recaidas en la fase posterior a la consolidacion.
La aprobacion de este régimen se baso en los resultados del ensayo
fase Ill que muestran un riesgo de recaida significativamente reducido
en pacientes que reciben HDC/IL-2 y los metaanalisis que comparan la
prevencion de recaidas alcanzada con IL-2 sola o HDC/IL-2 respaldan

la eficacia clinica del componente HDC.

NOX2 es la NADPH oxidasa que genera especies reactivas de oxigeno

(ROS) de las células mieloides. EI HDC se dirige a los receptores Hz de
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histamina (RH2) en células mieloides maduras para suprimir la
formacion de ROS dependiente de NOX2. Se ha descubierto que la
inhibicién de las ROS derivadas de NOX2 protege las células efectoras
antileucémicas adyacentes de la inactivacion inducida por ROS, lo que
se ha propuesto como un mecanismo de relevancia para las
propiedades preventivas de recaidas de HDC en la AML. Ademas,
estudios previos implican el HDC como un agente promotor de la
diferenciacion para las células mieloides. Yang y otros, por lo tanto,
informaron que los ratones con deficiencia de histamina debido a la
alteracion genética de una enzima que forma histamina muestran una
diferenciacion celular mieloide alterada junto con una mayor
susceptibilidad al cancer inducido quimicamente. Ademas, se demostro
gue el HDC aumenta la expresiéon de CD86 y HLA-DR en células
dendriticas (DC, por sus siglas en inglés) derivadas de monocitos y
potencia la expresion de CD11b en células mieloides de una manera
dependiente de NOX2.

Estos hallazgos previos nos incitaron a evaluar la dindmica de 87
poblaciones de células mieloides en sangre durante la inmunoterapia
con HDC/IL-2. Informamos que los subconjuntos de células mieloides y
su expresion de marcadores de maduraciéon se modulan durante la
inmunoterapia basada en HDC, y que la dinamica de las células
mieloides en la sangre puede asociarse con el resultado clinico en la
AML.

Pacientes, materiales y métodos
Pacientes, diseno del estudio y objetivos. Ochenta y cuatro pacientes
adultos con AML (18-79 afos) en la primera CR se inscribieron en el

ensayo Re:Mission (NCT01347996, registrado en www.clinicaltrials.gov).

Las caracteristicas detalladas de los pacientes se contabilizan en
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publicaciones anteriores. El ensayo Re:Mission fue un estudio fase IV
multicéntrico de un solo brazo donde todos los pacientes recibieron diez
ciclos consecutivos de 21 dias de HDC y dosis baja de IL-2 durante 18
meses o hasta la recaida o la muerte. El régimen fue idéntico al empleado
en un ensayo fase lll anterior. Los pacientes se inscribieron en una
mediana de 46 dias después de completarse la consolidacion y se les
hizo un seguimiento durante al menos 24 meses después del inicio de la
inmunoterapia. Tres pacientes retiraron el consentimiento y no se
incluyeron en ningun analisis. Otros catorce pacientes se discontinuaron
prematuramente del estudio y se censaron en la ultima fecha de
seguimiento capturada. La recaida se definio como al menos 5 % de
células blasticas en la médula O0sea o0 presencia de leucemia
extramedular. Los puntos finales de ensayo primarios incluyeron los
efectos cuantitativos y cualitativos de HDC/IL-2 en poblaciones de células
T y NK en sangre periférica durante los ciclos de tratamiento. Los
presentes andlisis de los efectos en las poblaciones mieloides y su
impacto en el resultado clinico (supervivencia libre de leucemia, LFS y
supervivencia global, OS) se realizaron post hoc. El estudio se realizé de
acuerdo con los principios descritos en la Declaracion de Helsinki y se
aprobé por los Comités de Etica de cada institucion participante. Todos
los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito antes de la

inscripcion.

Aislamiento de PBMC, tincion y citometria de flujo. Se colecto sangre
periférica antes y después del primer y tercer ciclo de tratamiento con
HDC/IL-2. Las PBMC se aislaron y crioconservaron en sitios locales y se
enviaron en hielo seco al Laboratorio TIMM de la Universidad de
Gotemburgo para su analisis mediante dos paneles mieloides, uno para
determinar la expresion de marcadores de activacion por 118 células
mieloides y el otro para determinar el nivel de expresion de H2R en

monocitos. Después de la descongelacion, las muestras crioconservadas
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destinadas al panel de activacion se preincubaron en un bloque FC
humano (BD Biosciences, Estocolmo, Suecia). Las muestras destinadas
al panel HzR se tifieron con un colorante amarillo fijable LIVE/DEAD (Life
Technologies, Grand Island, NY, EE.UU.). Posteriormente, las muestras
se incubaron durante 30 minutos a 4 °C con un coctel de anticuerpos
marcadores de superficie en tampdn de tincion Brilliant (BD Biosciences)
(panel de activacion) o en PBS que contenia BSA al 0.5 % y EDTA al 0.1
% (panel H2R). Se usaron los anticuerpos monoclonales antihumanos
siguientes: CD3-PerCPCy5.5 (HIT3A), CD19-PerCPCy5.5 (SJ25C1),
CD16-Violeta Brillante 605 (3G8), HLA-DR-APCH7 (G46-6), CD14-
PECy7 (M@P9), CD141-APC (1A4), HLA-ABC-FITC (G46-2,6), CD40-PE
(5C3), CDB86-Violeta Brillante 711 (FUN1), CD11b-Azul Pacifico
(ICRF44), CD33-PECy7 (P67.6) (todos de BD Biosciences), CD56-PerCP
eflour 710 (CMSSB) (eBioscience, San Diego, CA, EE.UU.), CD1c-Violeta
Brillante 421 (L161) (Biolegend, San Diego, CA, EE.UU.), receptor H2
antihistaminico (IgG de conejo policlonal) (MBL International, Woburn,
MA, EE.UU.), APC-anticonejo de cabra y CD14-Qdot655 o CD14-Azul

Pacifico (ambos clones TiiK4) (Life Technologies).

Las muestras se analizaron en un citometro de flujo BD LSRFortessa
SORP de 4 laseres (405, 488, 532 y 640 nm, BD Biosciences). El analisis
de los datos se realizo mediante el uso del software FlowJo, version 7.6.5
o posterior (TreeStar, Ashland, OR). Se obtuvieron muestras de sangre
de 81 de entre 84 pacientes. El analisis de fenotipo de las células
mieloides se realiz6 en PBMC mediante el uso de los paneles mieloides
mencionados anteriormente. Cuarenta y nueve pacientes se analizaron
mediante el uso del panel H2R y 59 muestras se analizaron mediante el
uso del panel de marcadores de activacidon. Estos pacientes se
seleccionaron en base a la disponibilidad de PBMC viables o congeladas.
Los conteos diferenciales fueron realizados por los centros participantes

en sangre completa y estaban disponibles para los 81 pacientes que
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dieron su consentimiento para continuar en el estudio. Los conteos
diferenciales se usaron 143 d para determinar los conteos absolutos de

poblaciones mieloides (eosindfilos, neutrofilos y monocitos) en sangre.

Andlisis estadistico. Las comparaciones de conteos de células
sanguineas y la expresion de marcadores de maduracion en células
mieloides antes y después de la inmunoterapia se realizaron mediante el
uso de Prism 6 mediante la prueba t de Student pareada, como se
especificé en el plan de estudio estadistico. Todas las significaciones
reportadas mediante el uso de la prueba t de Student pareada se
mantuvieron significativas también mediante la prueba de Wilcoxon para
muestras pareadas. El impacto de estos parametros inmunes enlaLFSy
la OS en la fecha de cierre del ensayo (13 de octubre de 2014) se
determind mediante el uso de la prueba de rangos logaritmicos. Los
parametros que predijeron significativamente la LFS o la OS con la prueba
de rangos logaritmicos se analizaron adicionalmente mediante analisis de
regresion de Cox multivariados y univariados mediante el uso del software
de estadistica SPSS 24. En analisis multivariados, los parametros
continuos tales como la intensidad de fluorescencia se convirtieron en
valores nominales basados en la expresion por encima o por debajo de la
mediana. El andlisis de Cox univariado se usé para determinar el impacto
de la edad, grupo de riesgo (clasificado segun las recomendaciones de
European LeukemiaNet (14)), el nimero de cursos de induccion
requeridos para alcanzar la CR (1 o >1) y el nimero de cursos de
consolidacion (0-2 0 >2) en la LFS y la OS. Los factores de prondsticos
con un valor de P por debajo de 0.1 para la LFS (edad y niumero de ciclos
de induccion) se incluyeron como posibles factores de confusion en el

analisis multivariado de Cox.
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Resultados

La inmunoterapia con HDC/IL-2 aumenta los conteos de eosinéfilos
en sangre Ochenta y cuatro pacientes adultos con AML en la primera CR
participaron en el ensayo Re:Mission. Los pacientes recibieron 10 ciclos
consecutivos de 3 semanas de inmunoterapia con HDC/IL-2 en la fase
posterior a la consolidacion. Se recolectd sangre periférica antes y
después de los ciclos de tratamiento 1 y 3 y se analizé el contenido de
poblaciones de leucocitos mediante conteos diferenciales. Ademas, las
PBMC aisladas de la sangre se analizaron mediante citometria de flujo
para el contenido de monocitos y poblaciones de DC y su expresion de

marcadores de activacion.

Durante los ciclos de tratamiento, hubo un marcado aumento en el
namero total de globulos blancos que se normalizo entre los ciclos (Figura
16A). La induccion de globulos blancos se contribuyé principalmente por
eosinofilos cuyos numeros aumentaron tipicamente diez veces durante
los ciclos de tratamiento (Figura 16B). Aunque los conteos de eosindfilos
se contrajeron entre los ciclos de tratamiento, los conteos de eosindfilos
al comienzo del ciclo 3 permanecieron casi dos veces mas altos que antes
del inicio del ciclo 1 (Figura 16B). Ni los conteos de eosindfilos antes de
los ciclos de tratamiento, después de los ciclos de tratamiento, ni la
induccion de eosindéfilos durante los ciclos de tratamiento tuvieron un
impacto significativo en el resultado clinico en términos de la LFS o la OS

(datos no mostrados).

El tratamiento con HDC/IL-2 reduce los conteos de monocitos en
sangre. Por el contrario del incremento de los conteos de eosinofilos
durante la terapia con HDC/IL-2, el nUmero de monocitos y neutrofilos se
redujo durante el primer ciclo de tratamiento (Figura 16C-D). No hubo una

reduccion adicional de los conteos de monocitos o neutréfilos durante el
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ciclo 3. Los conteos de monocitos permanecieron reducidos en el ciclo 3
en comparacion con los niveles al inicio de la inmunoterapia (Figura 16D).
Los conteos de neutréfilos en sangre antes o después de la
inmunoterapia 193 no tuvieron impacto en el resultado clinico (datos no
mostrados). Sin embargo, cuando los pacientes se dicotomizaron por la
mediana en alta o baja/sin reduccion en los conteos de monocitos durante
el primer ciclo de tratamiento, una fuerte reduccién de monocitos predijo
significativamente la LFS (Figura 16E) con una tendencia similar para la
OS (Figura 16F). El impacto de la reduccién de monocitos en la LFS se
mantuvo significativo en el andlisis de regresion univariado pero no en el

multivariado (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de regresion de Cox univariado y multivariado del

impacto de la reduccion de los conteos de monocitos, la expresion en

monocitos de H>R vy la expresion en monocitos de HLA-ABC enla LFS y

la OS.
Analisis univariado Anélisis multivariado?
Variable Relacién | Intervalo |valor de p | Relacién Intervalo valor
de de de de confianza | de p
Riesgo | confianza Riesgo

Reduccion de monocitos 2.19 1.13-4.25 0.02 1.77 0.88-3.56 |0.110
durante C1 frente a LFS
Expresion de H:R CD14** 2.98 1.36-6.50 0.006 2.82 1.27-6.28 |0.011
C1D21 frente a LFS
Expresion de H:R CD16* 3.11 1.43-6.76 0.004 3.13 1.43-6.87 |0.004
C1D21 frente a LFS
Expresion de H:R CD14** 3.71 1.18-11.70 | 0.025 3.40 1.07-10.82 |0.038
C1D21 frente a OS
Expresion de H:R CD16* 5.7 1.61-19.93 | 0.007 6.17 1.73-22.09 |0.005
C1D21 frente a OS
Expresion de HLA-ABC 0.36 0.18-0.72 0.004 0.34 0.17-0.71 |0.004
CD14** C1D1 frente a LFS
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Expresion de HLA-ABC 0.20 0.06-0.66 0.008 0.32 0.09-1.20
CD14* C1D1 frente a
LFS?

0.092

Expresion de HLA-ABC 0.27 0.107-0.70 0.007 0.320 0.12-0.84
CD14** C1D21 frente a
LFS3

0.021

!Los andlisis multivariados se corrigieron por edad y nimero de ciclos de induccién.

2En el andlisis se incluyeron pacientes con una frecuencia por debajo de la mediana de
C1D1 Tem CD8".

3Los pacientes que no muestran transicion de células Tew CD8* a T durante el ciclo 1 se
incluyeron en el analisis.

La expresion en monocitos de H2R predice el riesgo de recaida y la
supervivencia en pacientes sometidos a inmunoterapia basada en
HDC. Las dos principales poblaciones de monocitos en sangre, las
células CD14**CD16 (CD14*") y CD14'CD16" (CD16") disminuyeron en
un grado similar durante el tratamiento con HDC/IL-2 (datos no
mostrados). Estudios anteriores muestran que la HDC se liga a
receptores de histamina tipo 2 (H2R) para inhibir la formacion de ROS
derivada de NOX2 in vitro, ademas de promover la diferenciacion de las
celulas mieloides. La expresion de H2R en monocitos CD14""y CD16" se
evaluo durante la inmunoterapia y se correlaciond con el resultado clinico.
Como se muestra en la figura 17A-B, la expresion de H2R se potencio
significativamente en monocitos CD14* durante y entre ciclos de
tratamiento, y en monocitos CD16+ durante el primer ciclo de tratamiento
con HDC/IL-2. Una expresion alta de H2R en monocitos CD14++ 0 CD16*
después del primer ciclo de tratamiento pronosticé fuertemente la LFS y
la OS (Figura 17C-F). Se observaron tendencias similares hacia un
impacto beneficioso de la expresion alta de H2R en monocitos al inicio de
la inmunoterapia (datos no mostrados). El impacto de la expresion de HzR
en monocitos en la LFS y la OS permanecio significativa en el analisis

multivariado (Tabla 5).
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El tratamiento con HDC/IL-2 aumenta la expresion de marcadores de
activacion en monocitos y DC. Para aclarar aun mas los efectos del
tratamiento con HDC/IL-2 en células de origen mieloide, se determind la
expresion de los marcadores de activacion HLA-DR, CD40 y CD86 antes
y después de los ciclos de tratamiento 1 y 3. Los resultados mostraron
una mayor expresion de estos marcadores de activacién tanto en
monocitos CD14* como CD16" durante los ciclos de tratamiento (Figura
18A-B). Para los monocitos CD14™, se observo un aumento significativo
en la expresion de HLA-DR durante el ciclo 3 y en la expresién de CD40
durante ambos ciclos de tratamiento (Figura 18A). Para los monocitos
CD16", todos los marcadores de activacion analizados aumentaron
significativamente durante al menos uno de los ciclos de tratamiento con
HDCI/IL-2 (Figura 18B).

Las dos principales poblaciones de DC en sangre portan fenotipos de DC
CD1c"y CD141", respectivamente. De forma similar a los monocitos, el
namero de DC se redujo durante la inmunoterapia con HDC/IL-2 (datos
no mostrados). Con respecto a la expresion de los marcadores de
activacion relacionados con las DC, hubo discrepancias entre las
poblaciones de DC CD1c* y CD141". La expresion de CD40 aumenté
durante el tratamiento con HDC/IL-2 solo en DC CD1c* mientras que la
expresion de HLA-DR y CD86 se indujo solo en DC CD141" (Figura 18C-
D). Laexpresion de HLA-DR y CD86 estuvo, por el contrario, ligeramente
disminuida en las DC CD1c* durante el tratamiento con HDC/IL-2 (Figura
18C). No se observo una correlacion significativa entre el resultado clinico
y la expresion de HLA-DR, CD40 o CD86 en monocitos o DC (datos no

mostrados).
La expresion baja de HLA-ABC en células mieloides anuncia un

resultado clinico favorable en pacientes con distribucion alterada de

células T citotoxicas en sangre. El tratamiento con HDC/IL-2
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consistentemente causé una expresion mejorada de HLA-ABC durante
los ciclos de tratamiento en todas las poblaciones de monocitos y DC
analizadas (Figura 19A-D). Una expresion alta de HLA-ABC en monocitos
CD14"" al inicio de la inmunoterapia anuncio un pobre pronéstico (Figura
19E-F), que permanecio significativo en el analisis multivariado (Tabla 1).
Una tendencia similar hacia una LFS corta para pacientes con expresion
alta de HLA-ABC en monocitos CD14"" se observd después del primer
ciclo de tratamiento con HDC/IL-2 (P=0.15, n=62, prueba de rangos
logaritmicos). La expresion de HLA-ABC en monocitos CD16", DC CD1c*
y DC CD141" se correlacioné altamente con la expresion de HLA-ABC de
monocitos CD14** (datos no mostrados). Una expresion alta de HLA-
ABC previa al tratamiento en estas poblaciones mieloides predijo también

un resultado clinico pobre (datos no mostrados).

Especulamos que la expresion de HLA-ABC en células malignas
mieloides residuales puede ser similar a la expresion de HLA-ABC en
monocitos y DC. Una expresion alta de HLA-ABC en células malignas
facilitaria de este modo la interaccién con células T citotOxicas para
reconocer y destruir células malignas, pero ademas impediria la
activacion de la citotoxicidad de células NK por interaccion con receptores
similares a inmunoglobulina de las células asesinas (KIR). En un informe
anterior del ensayo Re: Mission, observamos gue los pacientes con una
frecuencia alta de células de memoria efectoras CD8" (Tewm;
CD45RO"CCRTY) en sangre al inicio de la inmunoterapia o pacientes que
experimentan una transicion de células CD8" Tem a las células efectoras
T CD8" (Tex; CD45RATCCRY") durante el primer ciclo de tratamiento con
HDC/IL-2 mostraron una mejoriaenla LFS y la OS. Estos factores pueden
indicar una inmunidad de células T funcionales de relevancia para el
riesgo de recaida reducido. Entre los pacientes con una frecuencia por
encima de la mediana de células Tem CD8" al inicio de la terapia, la

expresion de HLA-ABC en monocitos C1D1 CD14™ no tuvo impacto
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sobre el riesgo de recaida (Figura 20A). Por el contrario, el impacto
favorable de la expresion monaocitica baja de HLA-ABC fue pronunciado
en pacientes que albergaban pocas células TEM CD8" al inicio de la
inmunoterapia (Figura 20B-C, Tabla 1). De manera similar, los pacientes
en los que se observo la transicion Tem a Ter N0 mostraron beneficio
aparente de una expresion baja de HLA-ABC en monocitos (Figura 20D),
mientras que los pacientes negativos a la transicion se beneficiaron
significativamente de tener una expresion monocitica baja de HLA-ABC
en C1D21 (Figura 20E-F, Tabla 5).

Discusion

Se asume que las recaidas leucémicas en la fase posterior a la
guimioterapia de la ALM resultan de la expansion de células malignas
residuales, y el objetivo de la inmunoterapia posterior a la consolidacion
es erradicar estas células remanentes. Aunqgue las células T citotoxicas y
las células NK se consideran las poblaciones efectoras principales para
la vigilancia de las células leucémicas, el funcionamiento apropiado de las
células inmunitarias mieloides es critico para la actividad de estos
linfocitos. En la inmunoterapia combinada con HDC/IL-2, la funcion
propuesta del componente IL-2 es activar los linfocitos citotoxicos,
mientras que el componente HDC se dirige a la inmunosupresion inducida
por mieloides mediante la inhibicion de la produccion de ROS
inmunosupresores y mediante la promocion de la maduracion de las

células mieloides.

La eosinofilia pronunciada observada durante los ciclos de tratamiento
con HDC/IL-2 esta de acuerdo con los ensayos de AML previos en los
que se demostré que la monoterapia con IL-2 desencadenaba la
eosinofilia, probablemente como resultado de la produccion inducida por
IL-2 de IL-5 y GM-CSF. Por lo tanto, es probable que la induccion de
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eosindfilos observada durante el tratamiento con HDC/IL-2 se atribuya al
componente IL-2. Notablemente, la dosis de IL-2 usada en nuestro
estudio fue menor que en la mayoria de los estudios previos, y una
contribucién del componente HDC al nivel de eosinofilia no puede
excluirse formalmente. No observamos correlacion entre los conteos de
eosindfilos y el resultado clinico en términos de riesgo de recaida o

supervivencia.

Ademas de la eosindfilia, se ha informado que la administracién de IL-2
causa neutropenia en pacientes con AML. En nuestro estudio, mediante
el uso de dosis bajas de IL-2 combinadas con HDC, se observo una
reduccion leve y transitoria de los neutrofilos en la sangre durante el
primer ciclo de tratamiento. Se observo una reduccion similar y mas
pronunciada de los conteos de monocitos durante el primer ciclo de
HDC/IL-2. Los conteos de monocitos, pero no los conteos de neutrdfilos,
se mantuvieron en un nivel inferior al inicio del ciclo de tratamiento 3. Los
analisis de fenotipos revelaron que los conteos sanguineos de ambos
monocitos CD14™ y CD16" se redujeron durante la terapia con HDC/IL-
2. Si bien la informacion con respecto a los efectos de la HDC o la IL-2
sobre los conteos de monocitos de los ensayos de AML anteriores es
escasa, los resultados de los ensayos clinicos en pacientes con
carcinoma de células renales metastasico (RCC, por sus siglas en inglés)
indicaron que IL-2 aumenta en lugar de reducir los conteos de monocitos
en la sangre. Curiosamente, en un ensayo de RCC por Donskov y otros,
la adicion de HDC al régimen de IL-2 evitd la monocitosis. En respaldo
adicional de la HDC como un inhibidor de las células mieloides inmaduras,
la deficiencia genética de la sintesis de histamina en ratones se asocia
con una acumulacién pronunciada de células mieloides inmaduras. Por
lo tanto, planteamos la hipétesis de que el componente HDC contribuyo
a la reduccion observada en los conteos de monocitos en nuestro ensayo

de AML con HDC/IL-2. Curiosamente, similar a los neutrdfilos vy
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monocitos, también los niumeros de DC CD1c* y CD141" se redujeron
durante la inmunoterapia en nuestro ensayo. Esto fue inesperado ya que
la administracion de HDC se mostré previamente que mejoraba las
cantidades de DC en ratones portadores de tumores. Sin embargo, en
uno de los ensayos de RCC mencionados anteriormente, se encontro que
el tratamiento con IL-2 reduce los conteos de DC en sangre. Por lo tanto,
especulamos que, por el contrario, con la reduccion de monocitos, la
reduccion en las cantidades de DC puede atribuirse a la IL-2. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que los pacientes con AML en CR se
han sometido recientemente a quimioterapia intensiva, y las fluctuaciones
observadas en los conteos de leucocitos pueden, al menos en parte,
reflejar los eventos que se producen durante la recuperacion de la funcion

de la médula osea.

En varias formas de céancer, los monocitos y neutréfilos activados
indebidamente se relacionan con la inmunosupresion y su presencia en
la sangre y otros tejidos a menudo anuncia un pronostico pobre para la
supervivencia. En el CCR, los bajos conteos de monocitos y/o neutroéfilos
antes y después del tratamiento con IL-2 o0 una reduccion en los conteos
de monocitos durante el tratamiento con IL-2 han demostrado predecir un
resultado clinico favorable. En el presente estudio, una reduccion fuerte
de los conteos de monocitos durante el primer ciclo de tratamiento con
HDC/IL-2 se asoci6 con la LFS, lo que por lo tanto apoya la idea de que
la presencia de monocitos en la sangre puede reducir la eficacia de la

inmunoterapia.

Los efectos propuestos del HDC sobre las células mieloides incluyen la
inhibicion de la formacion de ROS dependiente de NOX2 y la promocién
de la maduracion de las células mieloides. Estos efectos son mediados
estrictamente por la union de HzR expresados en células mieloides. En el

ensayo Re:Mission se observo que la expresion de HzR se potenciaba
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fuertemente en monocitos CD14** asi como también en monocitos CD16*
durante la terapia con HDC/IL-2, en particular durante el primer ciclo de
tratamiento. Una expresion alta de H2R en monocitos en C1D21 anuncio
mejoras en la LFS y la OS, que permanecieron significativas en el analisis
multivariado, se tuvo en cuenta posibles factores de confusién. Ademas,
observamos una tendencia hacia la supervivencia favorable de pacientes
con una densidad alta de H2R al inicio de la inmunoterapia. Una densidad
alta de expresion de H2R es probable que mejore la capacidad de
respuesta de las células mieloides al tratamiento con HDC, y podria
considerarse como un biomarcador de la eficiencia de la inmunoterapia
con HDC/IL-2. Se necesitan mas estudios para determinar la importancia
de la expresion de HzR en células mieloides para el curso clinico de la
AML, lo que incluye el impacto potencial de la expresion de HzR en

pacientes que no reciben inmunoterapia.

Ademas de Hz2R, la expresion de varios otros marcadores de maduracion
aumento significativamente en monocitos y poblaciones de DC durante
los ciclos de tratamiento, lo que indica que la inmunoterapia desencadena
la maduracion mieloide de células humanas no solo in vitro sino también
in vivo. Inesperadamente, sin embargo, una expresion alta en células
mieloides de HLA-DR, CD40 o CD86 no tuvo impacto en la LFS, mientras
gue una expresion alta de HLA-ABC se asocio con un mayor riesgo de
recaida. La expresion en monocitos de HLA-DR, CD86 y CD40 se
correlaciono fuertemente con la expresion monocitica de HLA-ABC antes
y después del primer ciclo de inmunoterapia (datos no mostrados). Se
encontraron correlaciones similares para la expresion de DC de HLA-DR
y HLA-ABC antes y después del tratamiento con HDC/IL-2 (datos no
mostrados). Por lo tanto, especulamos que la falta de impacto positivo de
la expresion de HLA-DR, CD40 o CD86 puede relacionarse con la
correlacion de estos marcadores de maduracion con el marcador de

pronadstico negativo HLA-ABC.
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Varias lineas de evidencia implican que las células NK y las funciones de
las células T son importantes para un resultado clinico favorable de la
AML. Durante la inmunoterapia con HDC/IL-2, se informo previamente
que los parametros relacionados con células NK, lo que incluye los
conteos de células NK y la expresion de receptores de citotoxicidad
natural (NCR) en células NK, predicen significativamente una recaida y
muerte en la fase posterior a la consolidacion. Ademas, los parametros
relacionados con las células T citotoxicas funcionales (CD8%), lo que
incluye cantidades altas de células Tem CD8" al inicio de la terapia, la
transicion de las células T CD8* de las células Tema Tert Y la presencia de
células T CD8" que son reactivas con los antigenos derivados de AML,
pronostican un resultado clinico favorable. Nuestros resultados previos
sugieren, ademas, que las células NK y las células T CD8" pueden
constituir brazos efectores independientes en la prevencion de la recaida
de la AML.

En el presente estudio, una expresion alta de HLA-ABC en células
mieloides se asocié con un mal prondstico y, por lo tanto, puede ser un
biomarcador concebible. La fuerte correlacion entre la expresion de HLA-
ABC en monocitos y todas las demas poblaciones de células mieloides
analizadas sugiere que la expresion de HLA-ABC en monocitos puede
reflejar la expresion de HLA también en blastos leucémicos residuales. La
HLA-ABC expresada en blastos leucémicos puede inhibir la citotoxicidad
de células NK a traveés de la union de KIR expresados por las células NK.
Curiosamente, el impacto favorable de la expresion baja de HLA-ABC en
la LFS aparentemente se restringid a pacientes gue mostraban
distribucion desfavorable de células T CD8", es decir, una baja frecuencia
de células Tem CD8"y falta de transicion Tema Terr. LOS pacientes con
una distribucion de células T desfavorable pueden basarse en la vigilancia
de células leucémicas mediada por NK, lo que proporciona por lo tanto

una posible explicacion del impacto clinico favorable de la expresion baja

89



10

15

20

25

30

de HLA-ABC en este grupo de pacientes. Debe enfatizarse en la
naturaleza preliminar de estas conclusiones, y se necesitan mas estudios
sobre la posible interaccidon entre la expresion de HLA-ABC en células
mieloides y la funcién antileucémica de las células NK y las células T en
la AML.

Concluimos que los fenotipos y la dinAmica de las poblaciones de células
mieloides pueden ser relevantes para el riesgo de recaida en la ALM, y
que las estrategias para abordar aspectos de la funcion de la célula
mieloide pueden mejorar la eficiencia de las inmunoterapias que

pretenden evitar la recaida.

Ejemplo 7

Inmunosupresion dependiente de NOX2 en la leucemia

mielomonocitica cronica

La leucemia mielomonocitica cronica (CMML, por sus siglas en inglées)
es una nheoplasia mieloproliferativa y mielodisplasica con pocas
opciones de tratamiento y pronoéstico sombrio. El papel de las células
asesinas naturales (NK) y otros linfocitos antileucémicos en la CMML es
en gran parte desconocido. Nuestro objetivo fue proporcionar
informacion sobre los mecanismos de la evasion inmune en la CMML,
con especial atencién a las especies reactivas de oxigeno (ROS)
inmunosupresoras formadas por la NADPH oxidasa de la célula
mieloide (NOX2). Se encontré que la poblacién dominante de células
CMML humanas primarias expresa NOX2 unido a la membranay libera
ROS que a su vez desencadenan una muerte celular dependiente de
PARP 1 extensa en células NK cocultivadas, células de memoria T
efectora CD8+ y células efectoras T CD8+. Los inhibidores de la
formacion de ROS y depuradores de ROS extracelulares evitaron la

muerte de linfocitos inducida por células de CMML vy facilitaron la

90



10

15

20

25

30

degranulacién de células NK hacia células de CMML primarias
recubiertas con anticuerpos. En pacientes con CMML, la elevacion de
los conteos de células inmaduras (CD34) en sangre se asocié con una
expresion reducida de varios receptores activadores de células NK.
Proponemos que las células de CMML pueden usar ROS extracelulares

como un mecanismo de escape inmunitario objetivo.

Los pacientes con CMML presentan conteos elevados de monocitos en
sangre (>1x10°%L) junto con la presencia de células blasticas en sangre y
médula 6sea. La CMML tipicamente progresa lentamente con signos de
mieloproliferacion y mielodisplasia. La mediana de supervivencia después
del diagndstico es <2 afios con pocos sobrevivientes a largo plazo, lo que
se explica en parte por un alto riesgo de transicion a la leucemia mieloide
aguda (ALM). La gran mayoria de los pacientes con CMML tienen >60
afos y no son elegibles para el trasplante alogénico de médula ésea, que

aun es el unico tratamiento curativo potencialmente.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se producen por varios tipos de
células mieloides como una estrategia de defensa contra
microorganismos. Sin embargo, las ROS formadas por la NADPH
oxidasa/NOX2 (NOX2) de los monocitos y los granulocitos también se
han atribuido un papel en la regulacion inmunitaria. Por lo tanto, la
capacidad intacta de las células mieloides para producir ROS por la via
NOX2 se informa importante para disminuir la actividad de las células T
autorreactivas. En el cancer, la liberacion extracelular de ROS derivada
de NOX2 se asocia con una disfuncion significativa de linfocitos
antineoplasicos, en particular células asesinas naturales (NK) vy
subconjuntos de células T. Se usa un inhibidor de la formacién de ROS
mediada por NOX2, dihidrocloruro de histamina (HDC), en combinacion
con la interleucina 2 (IL-2) activadora de las células NK y las células T

para evitar recaidas en la fase posterior a la quimioterapia de la AML. Los
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analisis post hoc de los resultados de los ensayos fase Ill implicaron que
la eficacia clinica de HDC/IL-2 es pronunciada entre pacientes con AML
de diferenciacion monocitica donde los pacientes albergan células
leucémicas que coexpresan un NOX2 funcional y receptores de histamina
tipo 2 (H2R).

Para este estudio, (1) determinamos la expresion de NOX2 y H:R en
células de CMML humanas primarias, (2) evaluamos las propiedades
inmunosupresoras potenciales de las células de CMML y (3)
determinamos fenotipos de células NK circulantes y subconjuntos de
células T CD8+ de pacientes con CMML. Nuestros resultados sugieren
gue las ROS derivadas de NOX2 pueden constituir un mecanismo

objetivo de la inmunosupresion relacionada con la leucemia en la CMM.

Pacientes y donantes de sangre sanos. Se obtuvieron muestras de
sangre de pacientes con CMML observados en hospitales de la Region
Vastra Gotaland y Region Skane, Suecia, después del consentimiento
informado por escrito. Los pacientes cumplieron los criterios para CMML
de acuerdo con la clasificacion de la OMS de 2008. De doce pacientes,
10 (83 %) tenian CMML-1 (definida como <5 % de blastos, lo que incluye
promonaocitos, en sangre o <10 % en médula 6sea), mientras que 2 (17
%) tenian CMML-2. Diez pacientes eran varones y 2 eran mujeres (edad
52-88 afos, mediana 70). Los conteos absolutos de monocitos
circulantes en pacientes con CMML estaban disponibles de 9 pacientes
y variaban entre 4.5x10°%L a 29.6x10°%L con una mediana de 10.0x10%/L.
Los Leukopacks (capas leucociticas) de donantes de sangre sanos se
obtuvieron de los Centros de Sangre en el Hospital Universitario
Sahlgrenska y el Hospital Kungalv, Suecia. Para Ia
inmunofenotipificacion de las células NK del paciente, se usaron
muestras control de individuos de la misma edad (edad 50-82 afos,
mediana 65.5).
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Aislamiento de células. Las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC, por sus siglas en inglés) de los pacientes y los donantes sanos
se aislaron tal como se describe. En resumen, las muestras de sangre
o los leucocitos de la capa leucocitica se sometieron a centrifugacion en
gradiente de densidad después de la sedimentacion con dextrano. Se
obtuvieron células NK, células CD8+ y monocitos de donantes sanos
mediante aislamiento inmunomagnético mediante el uso del kit de
aislamiento de células MACS NK, el kit de aislamiento CD8+ y el kit I
de aislamiento de monocitos MACS Il (Miltenyi Biotec, Estocolmo,
Suecia), respectivamente. Los blastos leucémicos primarios y los
monocitos se aislaron de PBMC de pacientes mediante FACS. Los
blastos se definieron como CD14 CD34+ y los monocitos como
CD14+CD33+.

Produccion de ROS. La produccién extracelular de ROS de células de
CMML primario se midid0 por quimioluminiscencia potenciada con
isoluminol tal como se describe. En resumen, se afadieron 2x10°
células a placas de 96 pocillos en presencia de isoluminol (10 ug/ml) y
peroxidasa de rabano picante (HRP, 4 U/ml) y estimuladas por el
inductor de NOX2 N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLF; 0.1 uM). La
emision de luz se registrd6 mediante el uso de un lector de placas
FLUOstar Omega (BMG Labtech).

Muerte de células de linfocitos. Los subgrupos de linfocitos aislados se
cocultivaron durante toda la noche con monocitos leucémicos primarios
de pacientes con CMML con o sin inhibidores de NOX2 u otros
compuestos antioxidantes a 37 °C en CO:z al 5 %. La muerte celular de
linfocitos se evalué mediante citometria de flujo después de la tincidn
con un colorante de células muertas fijable LIVE/DEAD® (Life
Technologies). En los ensayos de expresion del receptor, las células NK

purificadas se cocultivaron durante toda la noche con monocitos en
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presencia o ausencia del inhibidor de PARP-1 PJ34 (0.5 pM). Los
anticuerpos siguientes se usaron para la evaluaciéon de la expresion del
receptor: NKp46-PE (clon: 9E2) y DNAM-1-PE-Cy7 (clon: DX11) de
Miltenyi Biotec. NKp80-APC (clon: 4A4.D10) y CD16-BV605 (clon: 3G8)
de BD Pharmingen.

Se tifieron y clasificaron subconjuntos de células T CD8+ en un citbmetro
de flujo FACSARIA Il de 3-laseres (BD Biosciences). Los anticuerpos
siguientes se usaron para distinguir las poblaciones de células T: CD3-
Pacific Blue (clon: S4.1) de Life technologies. CD8-APC-H7 (clon: SK1),
CD45RA-APC (clon: HI100), CD45R0O-PE (clon: UCHL1) y CCR7-PE-
Cy7 (clon: G043H7) todos de BD Pharmingen. Los subconjuntos de
células T CD8+ se definieron de la siguiente manera: células T virgenes
(TN) como CD45RA CCR7+, células de memoria central T (Tcw) como
CD45ROCCR7+, células de memoria T efectoras (Tew) cOmo
CD45ROCCR7" y células T efectoras (Te) como CD45RACCRY7-.

Ensayos de degranulacion de células NK y ADCC. La degranulacion de
células NK y la citotoxicidad contra monocitos malignos derivados de
pacientes se evaluaron en experimentos mediante el uso de lintuzumab
(Abbvie, Estocolmo, Suecia), un anticuerpo anti-CD33 humanizado. Las
células NK de donantes sanos se coincubaron con monocitos,
marcados con tincidon violeta CellTrace (Life Technologies), en
presencia de anticuerpo anti-CD107a-PE-Cy7 (BD Pharmingen) y
compuestos antioxidantes durante cuatro horas a 37 °C y CO; al 5 %.
Posteriormente, las células se tifieron con tincion de células muertas
fijable LIVE/DEAD® (Life Technologies) y se evaluo la lisis de monocitos
y la degranulacion de células NK por citometria de flujo. Para
experimentos de cultivo, ensayos de citotoxicidad y microscopia
confocal, se usé medio esencial minimo Dulbecco modificado de

Iscoves (IDMEM) suplementado con 10 % de suero AB+ humano.
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Microscopia confocal. Los monocitos leucémicos primarios de pacientes
con CMML se tifieron con anti-flavocitocromo b558 (gp91°"°%) (clon 7D5,
FITC) de Novus Biologicals y posteriormente se incubaron en un
portaobjetos confocal durante 45 min en una relacién 1:2 con células
NK sanas en presencia de lintuzumab (1 pg/ml). Después, las células
se lavaron extensamente en PBS y se montaron con reactivo
antidesvanecimiento ProLong Gold con DAPI (Invitrogen). Las
fotomicrografias se obtuvieron mediante el uso de un microscopio
confocal Zeiss LSM700 y se analizaron mediante el uso del software
ZEN Blue de Zeiss.

Compuestos. Se usaron los siguientes compuestos: dihidrocloruro de
histamina (HDC; 100 pM; Sigma-Aldrich), ranitidina antagonista del
receptor HoR (Glaxo, Molndal, Suecia), AH202399AA (un control
guimico de la ranitidina, Glaxo), catalasa (200 U/ml; Sigma-Aldrich),
interleucina-2 (IL-2; 500 U/ml; Chiron), el inhibidor de NOX2 cloruro de
difenileno yodonio (DPI; 3 uM; Sigma-Aldrich), y el inhibidor de PARP-1
PJ34 (0.5 uM; Sigma-Aldrich).

Inmunofenotipaje por citometria de flujo. La expresion de células NK de
receptores activadores antes y después del cultivo celular se midié
mediante citometria de flujo en 10 pacientes con CMML y 10 controles
sanos de igual edad. En estos experimentos, las células se cultivaron
en placas de 96 pocillos durante 3 dias a una concentracion de 1x10°
células por pocillo en 200 pl con presencia de IL-2 (500 u/ml). Las
células se tifieron los dias 1 y 3 y se analizaron mediante el uso de un
citometro de flujo BD LSRFortessa SORP de 4 laseres. Las células NK
se definieron como células CD3/CD56+. Los andlisis comprendieron los
receptores de relevancia siguientes para la activacion o maduracion de
células NK: NKp30-PE (clon: AF29-4D12), NKp80-APC (clon: 4A4.D10)
y DNAM-1-PE-Cy7 (clon: DX11), todo de Miltenyi Biotec. NKp46-PE
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(clon: 9E2), NKG2D-PE-Cy7 (clon: 1D11), LFA-1b-APC (clon: 6.7),
CD57-FITC (clon: HNK-1) eran de BD Pharmingen. 2B4-FITC eran de
R&D systems y NKG2C-Pacific Blue (clon: MM0488-9R17) de Novus

Biologicals.

Se analizaron monocitos y blastos de pacientes con CMML mediante el
uso de un panel gue consistia en anti-CD33 (clon P67.6, PE-Cy7), anti-
CD34 (clon 8G12, PE), anti-CD56 (clon NCAM16, PE-Cy7, APC), anti-
CD14 (clon M¢pP9, APC-Cy7), anti-CD15 (clon HI98, APC), todo de BD
Pharmingen. Anti-flavocitocromo b558 (gp91P") (clon 7D5, FITC). El
receptor H. antihistamina (IgG policlonal de conejo) era de MBL
International (Woburn, MA) y el anticuerpo secundario anti-conejo de

cabra (PE-Cy5.5) era de Invitrogen.

Andlisis estadistico y consideraciones éticas. EI ANOVA de una via
seguido de la prueba posterior de Bonferroni se uso para comparaciones
multiples y la prueba t pareada para comparaciones unicas. Los valores
de p <0.05 se consideraron significativos. En las figuras, los asteriscos se
usan de la siguiente manera: * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001 Todos los
valores de P indicados son bilaterales. El estudio fue aprobado por la
Junta de Revisién Etica de Gotemburgo y todos los experimentos se

realizaron de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.

Resultados

Las células de CMML monociticas expresan receptores de NOX2 e
histamina Hx funcionales. Las ROS inmunosupresoras son producidas
por granulocitos malignos en la leucemia mieloide crénica y por células
monociticas malignas en la ALM, pero aun se desconoce la capacidad
potencial de formacion de ROS de las células de CMML primaria. En

experimentos iniciales, analizamos la produccion de ROS a partir de
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células de CMML humanas junto con su expresion de NOX2, como se
refleja por la intensidad media de fluorescencia (MFI) de la subunidad
especifica de NOX2 unida a la membrana celular gp91°P"°*, La poblacion
de monocitos CD14+ en sangre periférica de pacientes con CMML
expreso niveles similares de gp91°P"°* al igual que los monocitos CD14+
de donantes sanos (Figura 21A y B). La fraccién de monocitos CD14+
positivos para gp91P"°* fue superior al 99 % para todos los pacientes

con CMML (datos no mostrados).

Se ha demostrado que la sefalizacion a través de receptores Hz (H2R)
transduce la inhibicion de la formacion de ROS inducida por histamina.
Las células de CMML monociticas primarias expresaban invariablemente
niveles altos de H2R, lo que sugiere que la actividad de NOX2 puede ser
el objetivo del HDC (Figura 21A y B). Mientras la mayoria de las células
de CMML fueron CD33CD14+, se detectd una poblacibn menor de
blastos CD34+ en sangre en la mayoria de los pacientes. Por el contrario
de las células de CMML monociticas mas maduras, las células blasticas
CD34 expresaron niveles bajos de gp91°P"°* y niveles moderados de H2R
(Figura 21A y B). Para determinar si la expresion de gp91P"* reflejaba un
NOX2 funcional, las células CD14+ de paciente se clasificaron mediante
FACS seguido del analisis de la produccion de ROS después de la
estimulacion con fMLF, un tripéptido formilado de origen bacteriano que
desencadena la formacién de ROS en células mieloides humanas. Se
encontro que las células de CMML monociticas clasificadas producen
niveles altos de ROS y la adicion de HDC suprimié significativamente la
produccion de ROS (Figura 21C y D). El efecto inhibidor de ROS de HDC
fue, a su vez, antagonizado por la ranitidina, un antagonista de H:R
especifico, pero no por un control quimico de ranitidina, AH202399AA, en
el que un grupo tioéter se ha reemplazado por un éter lo que reduce de

esta manera su afinidad a H2R >50 veces (Figura 21C). Estos resultados
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implican que el HDC suprime la produccién de ROS mediada por NOX2
en células de CMML al dirigirse a H2R.

La inhibicibn de NOX2 promueve la degranulacion de células NK y
ADCC hacia células de CMML primarias recubiertas de anticuerpo. Se
demostré previamente que las células mieloides sanas y malignas
comprometen las funciones antitumorales de las células NK mediante
la produccion de ROS [16]. Adquirimos micrografias confocales de
células de CMML CD14+ primarias y células NK que interactian en
experimentos de cocultivo. Al analizar la interaccion entre las células de
CMML CD14+y las células NK observamos una sinapsis diferente entre
las células y una polarizacion del NOX2 unido a la membrana hacia la
célula NK (Figura 22A). El hallazgo de que las células de CMML
monociticas expresaban NOX2 en la proximidad de la sinapsis
inmunoldgica junto con su capacidad para producir niveles altos de ROS
nos incitd a estudiar si la produccion de ROS puede constituir un
mecanismo por el cual las células de CMML escapan de la muerte
mediada por mecanismos inmunitarios. Con este fin, probamos la
capacidad de las células NK estimuladas con IL-2 para degranularse en
respuesta a células de CMML CD14+ primarias en presencia 0 ausencia
de lintuzumab (anti-CD33) como el anticuerpo de enlace para mejorar
las interacciones entre las células NK y las CMML. Las células NK solas
mostraron poca degranulacién contra las células de CMML primarias.
La adicion de lintuzumab aumento significativamente las respuestas de
células NK (p <0.01, n=9) y la adicion del inhibidor de NOX2 HDC mejoré
aun mas la respuesta de degranulacion contra las células leucémicas

primarias (p <0.01, n=9; figura 22B).
Las células de CMML CD14+ inducen la muerte celular dependiente de

PARP 1 en linfocitos. En experimentos de cocultivo durante toda la

noche, las células de CMML CD14+ primarias desencadenaron una
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muerte celular significativa en células NK sanas (p <0.001, n=6, figura
22C) y células T CD8+ (p <0.001, n=4, figura 23 A). La apoptosis de
linfocitos inducida por CMML se evitd por los inhibidores de NOX2 HDC
y DPI y por catalasa, que depura las ROS extracelulares mediante la
degradacion de H20.. Ademas, los linfocitos se rescataron de la muerte
celular inducida por células de CMML por PJ34, un inhibidor de PARP-
1, lo que sugiere que las ROS formadas por células de CMML inducen
la muerte celular dependiente de PARP 1, conocida también como

parthanatos, en células NK y células T CD8+ (Figura 22C y 23A).

Las células de CMML son supresivas preferentemente frente a
subconjuntos de células T maduras. Hemos demostrado previamente
gue la presencia de células de memoria T efectoras CD8+ (Tew) S€
asocia con un pronostico favorable de pacientes con ALM que reciben
inmunoterapia con HDC/IL-2 para la prevencion de recaidas en la fase
posterior a la consolidacion. Para determinar si las células de CMML
inhiben especificamente ciertos subconjuntos de células T, se
clasificaron por FACS los subconjuntos de células T CD8+ (Tn, Tcwm, Tem
y Tert) Y Se cultivaron estas subpoblaciones durante toda la noche con
células de CMML monociticas primarias. La distribucidon de
subconjuntos de células T CD8+ en sangre fue similar en pacientes con
CMML y en sujetos control sanos de la misma edad (datos no
mostrados). Se observd que las células de CMML inducian
predominantemente la muerte celular en subconjuntos de células T
CD8+ méas maduros, es decir, células Tem Yy Tefr, mientras que las células
Tn eran en gran medida resistentes a la apoptosis inducida por células
de CMML (Figura 23B). La diferencia en la apoptosis del subgrupo de
células T se explico predominantemente por la diferencia en la
sensibilidad a ROS ya que el inhibidor de NOX2 DPI rescato
eficientemente todos los subconjuntos de células T de la apoptosis
inducida por células de CMML.
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Deficiencia de expresion del receptor en células NK de pacientes con
CMML. Las funciones de las células NK se regulan por los receptores
activadores e inhibidores expresados en la superficie de las células NK.
Estudios previos muestran que una expresion reducida de los
receptores activadores de células NK en tumores malignos mieloides,
lo que incluye AML y MDS, anuncia un pronéstico desfavorable para la
supervivencia. Ademas, la progresion de MDS se ha asociado
previamente a la modulacion negativa de la activacion de receptores de

células NK.

Al analizar pacientes con respecto al porcentaje de celulas blasticas
CD14CD34+ periféricas, encontramos que el grupo de pacientes con una
mayor proporcion de blastos CD34+ circulantes (>2 % de PBMC) mostro
intensidades significativamente mas bajas de los receptores NKp30,
NKp80 y 2B4 activadores de células NK, en comparacion con controles
sanos de igual edad (Figura 24A). Ademas, la frecuencia de células NK
circulantes que expresan NKp30, NKp46, NKp80, DNAM1 y 2B4 en
sangre fue menor en pacientes con CMML que en controles sanos (Figura
24B). Ademas, cultivamos PBMC de pacientes 0 donantes sanos en
presencia o ausencia de IL-2 durante 72 horas y determinamos la
expresion de receptores de células NK. Se observd que la estimulacion
de IL-2 potenciaba significativamente la expresion de NKp30, NKp46 y

DNAML1 en células NK derivadas de pacientes (datos no mostrados).

Los estudios anteriores muestran que los monocitos que producen ROS
modulan negativamente la expresion de receptores activadores de
células NK in vitro. Sin embargo, aun se desconoce si la modulacion
negativa observada de los receptores activadores refleja eventos
secundarios relacionados con el inicio de la apoptosis de las células NK
en lugar de una reduccion directa inducida por ROS de la expresion del

receptor por las células NK. Por lo tanto, expusimos células NK a células
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monociticas productoras de ROS de donantes sanos en presencia del
inhibidor de PARP-1 PJ34, que mantiene la viabilidad de las células NK a
pesar de la exposicion a ROS. Como se muestra en la figura 25A, las
células NK expuestas a ROS derivadas de monocitos en presencia de
PJ34 regularon negativamente significativamente NKp46 y CD16 con una
tendencia similar para NKp80 y DNAM-1. No se observd una regulacion
negativa de la expresion del receptor de células NK cuando las células
NK se expusieron a PJ34 en ausencia de células productoras de ROS

(datos no mostrados).

Discusion

Las células NK y las células mieloides se acoplan en una comunicacion
bidireccional para iniciar respuestas inmunitarias, y se ha propuesto que
las células NK moldean, regulan y terminan las respuestas inmunitarias
al matar subconjuntos de células mieloides. Las células NK ejercen,
ademas, citotoxicidad contra varias células mieloides malignas. Se ha
propuesto que una deficiencia de la funcién de las células NK afecta el
curso de la enfermedad en las leucemias mieloides. Por ejemplo, conteos
bajos de células NK en la sangre se asocian a recaidas de la leucemia
después de la interrupcion del inhibidor de la tirosina quinasa en pacientes
con leucemia mieloide cronica y funcion de células NK pobre y la
expresion deficiente de NCR activadores anuncia un prondéstico sombrio

en pacientes con AML.

Mientras que los detalles con respecto a los mecanismos que subyacen
sobre la deficiencia de células NK en tumores malignos mieloides aun no
se han definido, la formacion dependiente de NOX2 de ROS
extracelulares de células mieloides se ha propuesto como una via
contribuyente de la inmunosupresion. Un hallazgo principal en este

estudio fue que los pacientes con CMML albergan células leucémicas
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monociticas que expresan NOX2 funcional y que la liberacién de ROS
derivadas de NOX2 de células leucémicas desencadena la disfuncion y
la muerte celular en linfocitos con supuesta funcion antileucémica, lo que
incluye células NK y células T CD8+. Ademas, demostramos que las
estrategias para atacar las ROS derivadas de NOX2, producidas por
células de CMML, mantienen la viabilidad de las células NK vy
subconjuntos de linfocitos CD8+ y mantienen las funciones
antileucémicas de las células NK. Estas estrategias incluyeron la
degradacion de ROS extracelulares (catalasa) y la inhibicién especifica
de NOX2 (DPI) junto con HDC que se une a HzR para inhibir la funcién
de NOX2.

Relativamente pocos estudios han abordado la inmunobiologia de la
CMML o el papel de los linfocitos antileucémicos para el curso de la
enfermedad. En una cohorte de 41 pacientes con MDS (6 con CMML),
Carlsten y colaboradores observaron que las células NK derivadas de
muestras de medula 6sea mostraron una citotoxicidad reducida en
comparacion con los controles sanos de la misma edad. Estos autores
demostraron, ademas, una disminucion en la expresion en la superficie
de los receptores activadores (DNAM-1 y NKG2D) en las células NK
derivadas de pacientes, lo que se correlacion6 con los conteos elevados
de blastos en la médula O0sea. Si bien estos estudios previos no
permitieron el analisis separado del compartimiento de células NK en la
CMML, los resultados son compatibles con nuestro hallazgo de una
expresion reducida de varios receptores activadores por las células NK
de pacientes con CMML, en particular en pacientes con conteos mas altos
de blastos CD14'CD34+ en sangre. De acuerdo con estudios previos,
observamos que las ROS producidas por células monociticas inducen
regulacion negativa de los receptores de células NK activadores.
Experimentos mediante el uso del inhibidor de PARP-1 PJ34 implican que

las ROS desencadenan la regulacidon negativa de los receptores de
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células NK también en ausencia de muerte celular, lo que apoya que las
ROS, enlugar de eventos celulares asociados con la apoptosis temprana,
reducen la expresion de receptores de células NK activadores. Nuestros
resultados implican, ademas, que la deficiencia del receptor de células
NK es al menos reversible parcialmente por la activacion de citocinas
(datos no mostrados), la expresion de NKp46, NKp30 y DNAM-1 en
células NK de pacientes con CMML se restauro por IL-2 a niveles de MFI

comparables a aquellos de donantes sanos de la misma edad.

El papel de las células T citotoxicas en la CMML no se ha caracterizado
en detalle. El trasplante alogénico de células madre (allo-SCT, por sus
siglas en inglés) es el Unico tratamiento curativo potencialmente en la
CMML, lo que implica que la inmunidad de las células T probablemente
desempeiia un papel en la eliminaciéon de las células malignas. Esta
nocién se respalda ademas por la eficacia clinica de la infusién de
linfocitos del donante (DLI, por sus siglas en inglés) mediante el uso de
células T CD3+ en pacientes con CMML con recaida después del allo-
SCT. En el presente estudio, observamos que las células de CMML
primarias desencadenaron una apoptosis dependiente de ROS
significativa en el compartimiento de células T CD8+, en particular en las
células no virgenes gue se asume median en el aclaramiento de las
células leucémicas. Estos hallazgos son compatibles con un informe
anterior que muestra que los Tem CD8+ son sensibles altamente a la
muerte celular inducida por bajos niveles de ROS exogenas. Deben
definirse mejor los mecanismos que explican la sensibilidad diferencial de
los subconjuntos de células T a las ROS derivadas de células de CMML.
Ademas, se requieren estudios adicionales para aclarar si la
inmunosupresion inducida por células de CMML hacia las células T
impacta en el curso de la enfermedad, y si la formacion de ROS por las
células leucémicas puede contribuir al beneficio, segun se informa,
limitado del allo-SCT en la CMML.
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Se ha demostrado que el inhibidor de NOX2 HDC previene la recaida de
AML cuando se usa junto con una dosis baja de IL-2 después de
completarse la quimioterapia. Los andlisis post-hoc del resultado del
ensayo fase Il sugieren que la eficacia clinica de HDC/IL-2 es
pronunciada en pacientes con AML clases 4 y 5 de acuerdo con la
clasificacién franco-estadounidense-britanica (FAB, por sus siglas en
inglés). Estos subtipos de AML contienen poblaciones leucémicas con
diferenciacion monocitica que portan NOX2 funcional con capacidad
conservada para producir y liberar ROS junto con H2R. Estos hallazgos
han formado la base de la hipotesis de que la produccién de ROS por las
células de AML monociticas puede servir como un mecanismo de escape
inmunitario inducido por leucemia. Los resultados del presente estudio
implican que mecanismos inmunosupresores similares pueden estar
disponibles en la CMML.

En resumen, nuestros resultados sugieren que las células de CMML
humanas primarias producen ROS inmunosupresoras que pueden
afectar a la depuracion de las células leucémicas dependiente de las
células NK y las células T. Proponemos que las estrategias dirigidas a las
ROS extracelulares pueden ser valiosas para mejorar la inmunidad

celular antileucémica en la CMML.

Aunque determinadas caracteristicas de la invencion se han ilustrado y
descrito en la presente, muchas modificaciones, sustituciones, cambios y
eguivalentes seran evidentes para un experto en la técnica. Por lo tanto,
debe entenderse que las reivindicaciones adjuntas se destinan a cubrir
todas las modificaciones y cambios que caigan dentro del verdadero

espiritu de la invencion.
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