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Resumen

En esta investigacion, se busca investigar el efecto citotoxico
de la aplicacion combinada de clorambucilo y células CAR-
T para el tratamiento de la leucemia linfocitica crénica (LLC).
El objetivo de éste se alcanza mediante el modelizado
mecanicista y la intensiva experimentacion in sillico realizada
sobre un modelo de tres ecuaciones diferenciales ordinarias
de primer orden que fue formulado considerando una
dindmica de saturacién de Michaelis-Menten y la hipétesis de
log-kill para la eliminacién de las células de leucemia a través
del tratamiento con quimioterapia e inmunoterapia,
respectivamente. Ademds, la experimentacion in sillico
ilustra resultados que se consideran consistentes con los
hallazgos de investigaciones clinicas. Se proponen dos
protocolos terapéuticos para eliminar las células B
neoplasicas. Se distinguen entre si por el uso de diferentes
dosis de células CAR-T y el nimero de dosis utilizadas. En
cuanto a la quimioterapia, la cantidad de clorambucilo
utilizado no varia en dichas propuestas. Por lo tanto, se espera
que la metodologia sea Util como base para desarrollar
regimenes terapéuticos personalizados para el tratamiento de
laCLL.

Palabras clave—quimioterapia, inmunoterapia, in sillico,
leucemia, modelizado matematico, ODEs

Abstract

In this paper we aim to investigate the cytotoxic effect of the
combined application of chlorambucil and CAR-T cells for
the treatment of chronic lymphocytic leukemia (CLL). The
latter is achieved by mechanistic modelling, and extensive in
silico experimentation on a set of three first-order ordinary
differential equations that were formulated by considering the
Michaelis-Menten saturation dynamics and the log-kill
hypothesis for the leukemia cells eliminated by the
chemotherapy and the immunotherapy treatments,
respectively. Further, the in-silico experimentation illustrates
results that are considered to be consistent with the findings
of clinical investigations. Two therapeutic protocols are
proposed in order to eliminate neoplastic B cells. They are
distinguished themselves by using different CAR-T cell doses
and the number of doses used. Regarding chemotherapy, the
amount of chlorambucil used does not vary in the proposals

made. Hence, we expect our methodology to be helpful in
developing personalized therapeutic regimens for CLL
treatment.

Keywords—Chemotherapy, immunotherapy, in sillico,
leukemia, mathematical model, ODEs.

1. INTRODUCCION

En México, se reporta que las neoplasias malignas se
encuentran en la cuarta posicion entre las principales causas
de muerte en el pais. Las leucemias son la primera y tercera
formas de cancer presentes en los grupos de hombres y
mujeres de cero a 29 afios y de 30 a 59 afios, respectivamente
[1,2]. Ademés, la tasa de morbilidad hospitalaria por tumores
malignos oscila entre las 21 y 98 defunciones por cada cien
mil habitantes en hombres. Mientras que, en el caso de las
mujeres, ronda entre las 19 y 69 defunciones por cada cien
mil habitantes [3].

En particular, la leucemia linfocitica crénica (LLC),
identificada en la seccion 2A82.0 de la CIE-12, se caracteriza
por presentarse en adultos mayores de 65 afios. Ademas de
una incidencia de 2:1 en hombres a mujeres [4,5]. A nivel
celular, se trata de una proliferacién descontrolada de
linfocitos B, cuyo fenotipo diferencial es CD19*, CD23* y
CD5%°, asi como algunas inmunoglobulinas atipicas.
Presenta una supervivencia cercana al 50% con el tratamiento
correcto. Sin embargo, existe una amplia variedad de
tratamientos que incluyen, pero no se limitan, a:
quimioterapia, inmunoterapia y terapia dirigida [5,6]. Las
opciones terapéuticas se aplican en forma de monoterapia o
politerapia. En los ultimos afios se ha popularizado la
guimioinmunoterapia, la cual consiste en la coadministracion
de agentes quimioterapéuticos con alguna de las variantes de
inmunoterapia [7]. Los medicamentos antineoplésicos usados
con mayor frecuencia son fludarabina, ciclofosfamida y
clorambucilo en diferentes estrategias como tratamiento [8].
En cuanto a las opciones de inmunoterapia se incluye la
administracién de interleucinas, anticuerpos y células
inmunitarias. La administracion de células CAR-T se ha
posicionado en primer mundo como una novedosa opcién de
inmunoterapia medida por células inmunitarias forma parte
de las opciones con mayor viabilidad contra la LLC [9].

Desde el siglo pasado, se ha trabajado con el desarrollo de
modelos matematicos que permitian, en un principio,
describir el comportamiento de las células neoplésicas. Con
el paso del tiempo, los modelos han ampliado sus
posibilidades, de tal forma que pueden describir el
comportamiento de las poblaciones tumorales, asi como su
respuesta a estimulos enddgenos y exdgenos, tales como
tratamientos [10-12]. Asimismo, se han especializado de tal
forma que modelizan el comportamiento segun el tipo de
cancer. Por lo que, los modelos estan planteados a partir de
las variaciones biologicas y particularidades de las diferentes
neoplasias [13].

Dentro de la literatura cientifica, se puede encontrar
precedentes del desarrollo de protocolos terapéutico con un
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abordar basado en la experimentacion in sillico. En [14] se
proponen diferentes regimenes de administracion de células
CAR-T para la leucemia linfocitica aguda (LLA)
considerando diferentes dosis y carga tumoral. En [15] se
aborda el tratamiento de la leucemia mieloide crénica (LMC)
con inmunoterapia de tipo celular a partir de un modelo de
ecuaciones diferenciales previamente descrito en la literatura.
Ademas, se han disefiado otros abordajes terapéuticos con
contra la LLC con un sistema de cuatro ecuaciones
diferenciales ordinarias de primer orden, en el cual se definen
diferentes periodicidades y dosis de quimioinmunoterapia
[16].

En este trabajo se presenta una aproximacion para un par de
protocolos de administracion de un tratamiento
quimioinmunoterapéutico contra la leucemia linfocitica
cronica desarrollado a través de la experimentacion in sillico
basados en las consideraciones clinicas mencionadas por la
literatura médica. Se propone utilizar inmunoterapia mediada
por células CART-19 y clorambucilo como agente
quimioterapéutico, ya que ambos tienen una predileccion
molecular contra los linfocitos B caracteristicos de esta
leucemia [10, 17-19].

2. MODELO MATEMATICO DE LA LLC Y
QUIMIOINMUNOTERAPIA

Se plantea un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias
de primer orden, el cual se presenta por el modelo (1) — (3).
La poblacion de linfocitos B neoplasicos se representa por la
Ecuacidn (1), la poblacion de células CART-19 se representa
por la Ecuacion (2) y la Ecuacion (3) se encarga de describir
la concentracién de clorambucilo. La eliminacion de las
ceélulas neopléasicas se basa en la teoria de log-kill y la
hip6tesis Emax 0 de saturacién, mediada por el clorambucilo y
las células CART-19, respectivamente [20]. La Tabla 1
muestra los valores de los parametros del sistema. La Tabla 2
resume el significado de los parametros del sistema.

. AT _ Kaxz (]_)
X =KX (1 Kz) Ksxy K5tz

S Yoxy _ Ysyz (2)
Y= =y + 2 axy — =

Z=¢—¢&.2 (3)

Tabla 1. Pardmetros empleados en el sistema.

Parametro Valor Unidades
K1 1.68 1/dias
K 4.64 x 10t células
K3 3.41x107° (células x dia)™?!
Ky 0.432 1/dia
Ks 2.0 x 103 mg
Py 2.0 x 1072 1/dias
P, 3.0x 107 1/dias
VY3 4.494 células
Py 2.0 x 107 (células x dia)™?!
Ws 0.0486 1/dias
Yo 2.0 x 103 mg

& 11.09 1/dia

Fuente: [15,16, 21-23]

Tabla 2. Descripcion de los parametros del sistema.

Pardmetro Descripcion

- Tasa de crecimiento de los linfocitos B
neoplasicos

K2 Capacidad de carga maxima

s Tasa de eliminacion de los linfocitos B
neoplasicos con las células CAR-T

K, Citotoxicidad del clorambucilo hacia los
linfocitos B neoplasicos

Ks Cantidad de clorambucilo

[N Tasa de muerte natural de las células CAR-T

" Tasa maxima de activacion de las células

2

CAR-T por los linfocitos B neoplasicos
Ys Parametro de saturacion media
Tasa de inactivacion de las células CAR-T

Ve por los linfocitos B neoplasicos
Citotoxicidad del clorambucilo hacia las
Vs células CAR-T
Cantidad de clorambucilo que produce el
Ve 50% del maximo efecto sobre las células
CAR-T
& Vida media del clorambucilo

Fuente: [15,16, 21-23]

3. EXPERIMENTACION IN SILICO: PROTOCOLOS
DE TRATAMIENTO

Se presentan dos estrategias de tratamiento por
guimioinmunoterapia. En la Fig. 1 se presenta la progresién
de la poblacién de linfocitos B neoplasicos con cuatro dosis
de 3.8 x 102 de células CART-19 junto a la administracion
de cuatro dosis de 28 mg de clorambucilo como agente
guimioterapéutico. Después, se muestra el comportamiento
de las células CART-19 al enfrentarse a los linfocitos B
neoplésicos. En el caso de la tercera serie de tiempo, se
muestra que la inmunoterapia se administra en los dias 0, 2,
25y 50. La concentracién de clorambucilo en sangre a través
de los dias se presenta en la cuarta serie de tiempo. Mientras
que, en la quinta serie de tiempo, se observa que la
administracion del farmaco se realiza los dias 6, 20, 34 y 48.
De manera global, en la primera serie de tiempo, se observa
que después de la segunda administracion de las células
CART-19, se presenta una disminucién sostenida hasta el dia
20. Tras la tercera administracion de las células CART-19, se
observa una disminucidn sostenida de los linfocitos B
neoplésicos. El umbral de 4.4 x 10° células, que representa
el limite detectable de linfocitos B neoplasicos en pacientes,
se rebasa alrededor del dia 28. El umbral de una célula se
rebasa alrededor del dia 51, por lo que es el punto donde se
ha logrado la eliminacién total de la poblacién de linfocitos B
neoplésicos [25-27].
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Fig. 1. Propuesta de protocolo de administracion con cuatro dosis de
3.8 x 108 de células CART-19 junto a la administracion de cuatro
dosis de 28 mg de clorambucilo como agente quimioterapéutico.
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Fig. 2. Propuesta de protocolo de administracién con tres dosis de
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Por otra parte, en la Fig. 2 se presenta la progresién de la
poblacién de linfocitos B neoplasicos con la administracion
de tres dosis de 4.2 x 10® de células CART-19 junto a la
administracion de cuatro dosis de 28 mg de clorambucilo
como agente quimioterapéutico. En la segunda serie de
tiempo, se muestra el comportamiento de las células CART-
19 al enfrentarse a los linfocitos B neoplasicos. En el caso de
latercera serie de tiempo, se muestra que la propuesta consiste
en administrar la inmunoterapia los dias 0 y 4 con dosis
completas de 4.2 x 108 de células CART-19 cada una. Para
la tercera dosis, se propone fraccionarla en dos tercios para el
dia 29 y el tercio restante, en el dia 50. La concentracion de
clorambucilo en sangre a través de los dias se presenta en la
cuarta gréafica. Mientras que, en la quinta serie de tiempo, se
observa que la administracion del farmaco se realiza en los
dias 4, 20, 32 y 48. Se observa en la primera gréafica, después
de aplicar la segunda dosis de inmunoterapia, una
disminucion sostenida de linfocitos B neoplasicos. Alrededor
del dia 25 se alcanza el umbral de 4.4 x 10° células, que
representa el limite detectable de linfocitos B neoplasicos en
pacientes. Gracias a la aplicacion de la dltima dosis
fraccionada en los dias 29 y 50, se pasa el umbral de una
célula en el dia 60, lo cual indica eliminacion de la poblacién
de linfocitos B neopléasicos [25-27].

En algunos articulos, como parte de la préactica clinica, se
evalia la presencia de linfocitos B neoplasicos a fin de
determinar la prognosis de la enfermedad en el dia 28 [24].
En la Fig. 1, en la primera serie de tiempo, el limite de
2.5 x 101% células se refiere a la cantidad absoluta de
linfocitos B presentes en 5 litros de tejido sanguineo. En
cuanto al limite de 4.4 x 105 células resulta de una
extrapolacion del limite de deteccion de los citdmetros de
flujo [25-27]. Por lo tanto, en ambos protocolos, alrededor del
dia 30 se logra rebasar el limite de deteccion de los linfocitos
B. Las cuarta y quinta series de tiempo de las Fig. 1 y Fig. 2
muestran tanto la concentraciéon y la administracion de
clorambucilo medido en miligramos por litro de sangre y
miligramos, respectivamente.

4. DISCUSION DE RESULTADOS

Desde 1955, el clorambucilo ha sido parte de diversos
tratamientos antineoplésicos, en especial contra la LLC. Se
caracteriza por ser un farmaco de primera linea por ser lo
suficientemente seguro para su uso contra los linfocitos B en
estado anormal de proliferacion [28]. La vida media del
clorambucilo es corta, por lo que, tras 2 horas de su
administracién, alcanza la concentracion media plasmatica
[29]. EI mecanismo de accion del clorambucilo es a través de
la induccidn de entrecruzamientos en las cadenas de ADN de
tal manera que las células no neoplasicas también se pueden
ser blanco del efecto citotdxico. Un segundo punto por tomar
en cuenta que el efecto farmacologico deseado es
independiente al tiempo que pasa el farmaco en sangre [30].
La finalidad de la quimioinmunoterapia es aumenta la
respuesta antitumoral y la supervivencia de los pacientes [17].
Debido a la naturaleza quimérica del receptor de células
CAR-T, es posible elegir diferentes marcadores moleculares

de superficie segun las células de blanco de interés. De esta
forma, se logra la eliminacion de las células neoplésicas de
manera directa por mecanismos citotoxicos mediados por
inmunidad celular [18,19]. Para la LLC, se ha planteado que
el CD19 por ser el marcador molecular que mayormente se
expresa en los linfocitos B neoplasicos [31,32]. La
especificidad celular es alta, sin embargo, se ha reportado la
existencia de efectos adversos considerados leves vy
moderados sin llegar a la fatalidad [24,33,34]. Se han
publicado estudios clinicos enfocados al tratamiento de la
LLC con células CAR-T con el uso de una a tres infusiones
de dosis, las cuales se pueden administrar en su totalidad o en
fracciones de dosis. Se ha documentado la administracién de
un total de 5.0 x 108 células CAR-T19 como dosis maxima
distribuidas hasta en tres dosis con pronosticos clinicos
variables. Al comparar los protocolos propuestos, es evidente
el empleo de una mayor cantidad de células, sin embargo, en
ambos casos representan entre 2 y 3 veces la dosis usada en
ensayos clinicos, por lo que su aplicacion a nivel bioldgico
podria ser viable. Ademas, en el segundo protocolo se plantea
el uso de una tercera dosis fraccionada, lo cual ha sido
descrito en algunos estudios y es totalmente viable debido a
la criopreservacion de las células [24,32,34,35].

5. CONCLUSIONES

Las simulaciones obtenidas poseen un comportamiento
similar al que tiene los pacientes durante la remision de la
enfermedad. Sin embargo, la cantidad de dosis administrada
representa un aumento en la cantidad absoluta de células
CAR-T reportado hasta el momento en la literatura clinica.
Para poder tener una vision completa del fenémeno es
importante la comparacion y aproximaciéon de la carga
tumoral y el régimen terapéutico con datos experimentales.
Asi como la aplicacion de un andlisis matematico que de un
mayor sustento a las aseveraciones realizadas.
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