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RESUMEN

El extracto dializable de leucocitos (EDL) es un agente inmunolégico que ha sido usado
como un tratamiento adyuvante en cancer; donde ha sido asociado con mejorar la calidad
de vida durante los ciclos de quimioterapia. Basado en lo reportado anteriormente y en los
beneficios clinicos que han sido observados en otros tipos de cancer, decidimos investigar
el efecto clinico e inmunoldgico del EDLb como adyuvante de la quimioterapia en
pacientes con cancer de mama y compararlo con pacientes con cancer de mama que
Unicamente recibieron quimioterapia (sin tratamiento adyuvante). En este estudio se
incluyeron 43 pacientes con cancer de mama que fueron divididos en dos grupos: 25
recibieron quimioterapia y EDLb como adyuvante y 18 recibieron solamente quimioterapia
(grupo control). En el grupo que recibi6 el EDLb como adyuvante se observo que el 60%
tuvo una respuesta completa, 32% respuesta parcial y 8% no respondi6 al tratamiento. En el
grupo control (sin tratamiento adyuvante) el 39% tuvo una respuesta completa, 50%
respuesta parcial y un 11% fue no respondedor. Ademaés el tratamiento con EDLb en
combinacion con la quimioterapia resulto en una mejora en la escala de Karnofsky aun
durante la quimioterapia. Nuestros resultados muestran una disminucion en las poblaciones
linfoides por debajo de los valores de referencia en el grupo sin EDLb. En cambio los
pacientes que recibieron el tratamiento adyuvante mantuvieron las poblaciones de CD4",
CD8" y linfocitos B cercanos a la media de los valores de referencia. Se incrementaron las
células NK después de la quimioterapia en el grupo que recibié el EDLb. En conclusion, el
tratamiento con EDLb contribuye significantemente a mantener el estado inmunoldgico
durante los ciclos de quimioterapia, incrementando la respuesta clinica y la calidad de vida
durante el tratamiento.



ABSTRACT

Dialyzable leukocyte extract (DLE) is one of the immunological agents used as an adjuvant
in cancer therapy; it has been associated with improved quality of life during cancer
chemotherapy. Based on these previous findings and on the observed clinical benefits
attributed to DLE in other types of cancer, we investigated its clinical and immunological
effects as a therapy adjuvant on breast cancer patients who received only chemotherapy, as
compared to patients administered bovine DLE (bDLE) as an adjuvant. This study included
43 breast cancer patients who were about to begin chemotherapy. This group was divided
as follows: 25 received chemotherapy and bDLE as an adjuvant therapy, and 18 received
only chemotherapy without the adjuvant. All patient clinical and immunological responses
were monitored. Among patients in the group that received bDLE as adjuvant, 60% showed
a complete response, 32% showed a partial response and 8% did not respond. By contrast,
in the group without the adjuvant, 39% showed a complete response, 50% displayed a
partial response and 11% were non-responders. In addition, bDLE treatment in combination
with chemotherapy resulted in the enhancement of the Karnofsky performance scale during
chemotherapy. Even though patients underwent several cycles of chemotherapy without
bDLE, the lymphocyte population dropped to below the reference value. On the other hand,
in patients with bDLE as adjuvant, the CD4" and CD8"lymphocytes and the B lymphocytes
were maintained within the median range of the reference value. The number of natural
Killer cells also increased after chemotherapy treatment with bDLE as an adjuvant. In
conclusion, bDLE treatment contributes to significant immunological recovery in patients
that have undergone heavy chemotherapy, increasing the clinical response and quality of
life during chemotherapy.

Xi



2. INTRODUCCION

El cancer de mama representa uno de los problemas de salud més importantes a
nivel mundial, ya que es una de las principales causas de mortalidad en la poblacion
femenina a pesar de los avances en terapias médicas y quirdrgicas. Los tratamientos
actuales como es la quimioterapia y radioterapia, incrementan el tiempo de vida al reducir
la masa tumoral, sin embargo; a su vez destruyen las células en division o bloquean la
division celular, produciendo graves efectos secundarios; entre los que destaca la
linfopenia, trombocitopenia, anemia, neutropenia entre otros (Lissoni et al., 2009). Estos
son los responsables de disminuir la respuesta inmunolégica y la calidad de vida durante el

curso del tratamiento.

La inmunoterapia es una alternativa para incrementar la inmunidad contra el tumor
0 mejorar la respuesta clinica al tratamiento de quimioterapia. Por ello si se protege la
inmunidad podrian reducirse los efectos secundarios. Sin embargo, la administracion de
inmunomoduladores como interleucina (IL) -2, interferon (IFN)-gamma o factores
estimulantes de crecimiento de granulocitos (G-CSF) ha sido asociada con toxicidad al ser

administrado repetidamente (DeNardo y Coussens, 2007).



Un método inmunoldgico que ha sido considerado en el contexto de la terapia del
cancer y que no posee efectos toxicos reportados hasta el momento es el extracto dializable
de leucocitos (EDL) o factor de transferencia. EI EDL es una mezcla heterogénea de bajo
peso molecular obtenida de sangre o tejido linfoide que se cree que posee la habilidad de
transferir la inmunidad mediada por células de un donador inmune a un receptor no

inmune (Lawrence et al., 1940).

El modo de accion del EDL no ha sido definido, pero se sabe que regula la
produccion de citocinas inflamatorias implicadas en la progresion tumoral, ademas posee

una actividad modulatoria incrementando la inmunidad celular.

Previamente se han reportado estudios clinicos sobre el uso del EDL bovino
(EDLb) comercialmente conocido como Immunepotent CRP como un adyuvante de la
radioterapia y quimioterapia dirigida (Franco-Molina et al., 2008). Estos estudios clinicos
demuestran una mejora en la calidad de vida y un incremento en la poblacion linfoide
después del tratamiento, sin embargo se desconoce cuales son las poblaciones celulares que
son protegidas durante la quimioterapia sistémica en pacientes con cancer de mama al ser

administrado el EDLb y si su administracion mejora la respuesta clinica al tratamiento.

Por ello en este trabajo se pretende valorar la respuesta clinica y el efecto protector
ejercido por Immunepotent CRP sobre la respuesta inmunoldgica en pacientes con cancer

de mama que estaban bajo tratamiento de quimioterapia.



3. HIPOTESIS

El Immunepotent CRP mejora la calidad de vida en pacientes con cancer de mama
al proteger contra los efectos secundarios inducidos por la quimioterapia

antineoplasica.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar si el Immunepotent CRP usado como adyuvante en pacientes con cancer
de mama es capaz de mejorar la respuesta clinica e inmunolégica durante los ciclos
de quimioterapia mediante estudios de imagen, perfil de linfocitos y citocinas (IL3 e

IL-7).

4.2 Obijetivos especificos

1. Analizar la respuesta clinica del paciente al tratamiento mediante estudios de
imagen por estadio patoldgico comparando pacientes que reciben el Immunepotent
CRP contra controles.

2. Evaluar la calidad de vida mediante la escala de Karnofsky y los efectos
secundarios durante la quimioterapia en poblacion que recibe el Immunepotent
CRP.

3. Valorar el efecto protector ejercido por el Immunepotent CRP sobre la respuesta
inmunoldgica mediante el estudio de citometria de flujo de las poblaciones linfoides
CD4", CD8", CD19" y CD56-16" y por medicion de citocinas (I1L-3 e IL-7) en suero

por ELISA.



5. ANTECEDENTES

5.1 Generalidades del cancer

El cancer es un problema sanitario de gran importancia, se define como un grupo de
enfermedades que tiene como caracteristica principal la proliferacion incontrolada y la
propagacion de células transformadas con capacidad de invasion y destruccion de otros
tejidos. Las células transformadas tienen la propiedad de diseminarse a través del torrente
sanguineo y de los vasos linfaticos, produciendo las Ilamadas metastasis, permitiendo la

invasion a distancia, a otros 6rganos y tejidos (Hanahan and Weinberg et al., 2000).

Actualmente representa un problema socio-econémico que afecta a la poblacion
mundial causando millones de muertes. El Journal of the National Cancer Institute estima
que el costo del tratamiento del cancer depende del tipo de céancer siendo el céancer de
pulmon uno de los mas caros, estimandose entre $7,139 a $39,891 dolares por 12 meses de
tratamiento ( Jemal et al., 2008 ; Leung et al., 1999 ; Miller et al., 1980). Sin embargo, el
cancer de mama es la malignidad mas comun en mujeres y la principal causa de muerte por
cancer a nivel mundial (Bray et al., 2004) siendo actualmente un grave problema del sector

salud.



5.2 Cancer de mama

El cancer de mama (CaMa) es un tipo de céncer que se origina en el seno de
cualquier persona. Actualmente esta neoplasia representa un problema de salud y

econdmico que posee una alta incidencia en la poblacién femenina a nivel mundial.

5.2.1 Epidemiologia

El cancer de mama segin la OMS representa el 22.7% del total de todos los
canceres diagnosticados en mujeres en el afio 2002 (Ferlay et al., 2008), sin embargo en la
actualidad este tipo de neoplasia ha seguido incrementando su incidencia (Figura 1). Las
estadisticas muestran que cada afio hay mas de 1,1 millones de mujeres con diagndstico
reciente de cancer de mama en todo el mundo y 410,000 mujeres que mueren por esta

enfermedad (Stewart y Coates et al., 2005).
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Figura 1. Incidencia y Mortalitdad del cancer de mama por edad y raza.
American Cancer Society, Surveillance Research, 2007.



El cancer de mama en México ocupa el segundo lugar general en mortalidad, y en
las mujeres a partir de los 35 afios ocupa ya el primer lugar. El Registro Histopatoldgico de
Neoplasias, registra que anualmente se diagnostican en México mas de 11,000 pacientes
con esta enfermedad; asi mismo, fallecen cerca de 4,000 mujeres, al afio. EI grupo de edad
mas afectado se encuentra en la quinta y sexta década de la vida y lamentablemente sélo de
un 5 aun 10% de los casos se diagnostican en etapas clinicas tempranas (Cardenas Sanchez

et al., 2005).

5.2.2 Factores de Riesgo
Existen algunos factores involucrados en la patogénesis del cancer de mama

(Madigan MP et al., 1995) (Tabla I).

Tabla I. Factores de riesgo de cancer de mama (Rockhill B et al., 1998)

Factor de riesgo RR (Riesgo relativo)

> 50 anos vs < 50 afios 6.5
Antecedentes familiares primer grado 1.4-13.6
Antecedentes familiares segundo grado 1.5-1.8
Edad de la menarquia < 12 vs > 14 afios 1.2-15
Edad de la menopausia > 50 afios vs < 1.5-2.0
De 50 afios

Edad del primer hijo > 30 vs < 20 afios 1.3-2.2
Enfermedades benignas de la mama 1.5-1.8
(cualquier hallazgo histoldgico)

Enfermedades benignas de la mama 4.0-4.4
(Hiperplasia)

Hormonoterapia de sustitucion 1.0-1.5

Otros factores de riesgo estudiados, que representan un menor riesgo de desarrollar
cancer de mama, son la dieta, el uso de anticonceptivos orales, la lactancia, el aborto 0 la

exposicion a radiaciones ionizantes.



Los principales factores descritos en la literatura revisada para este trabajo son:

a)

b)

Edad: El riesgo de cancer de mama se incrementa con la edad, diagnosticAndose
con mayor frecuencia en mujeres mayores de 50 afios. Sin embargo en los paises
occidentales, estd aumentando el diagndstico en mujeres méas jovenes. La incidencia
de cancer de mama aumenta con la edad, duplicandose préacticamente cada 10 afios
hasta llegar a la menopausia (45-55 afios) donde disminuye de un modo importante.
La edad de la menarquia se asocia con la frecuencia de presentacion del cancer de
mama, asi las pacientes que han reglado por primera vez antes de los 12 afios tienen
una probabilidad mayor de desarrollar la neoplasia que aquellas que iniciaron la

menstruacion por encima de los 14 afios. (McPherson et al., 2000).

Edad de la menarquia y menopausia:

La menarquia a edad temprana, la menopausia tardia, ciclos menstruales cortos y
mayor nimero de ciclos a lo largo de la vida fértil, se relacionan con un incremento
en el riesgo de padecer cancer de mama, relacionado con una mayor exposicion a

estrogenos y progesterona. (Vogel et al., 2000)

Las mujeres con una menarquia relativamente precoz y con una menopausia tardia
tienen un riesgo elevado de padecer cancer de mama. También las mujeres que
tienen una menopausia natural después de los 55 afios tienen una probabilidad doble
de desarrollar el cancer de mama que aquellas pacientes que tienen la menopausia

antes de los 45 afios (Colditz et al., 2005).



d)

En mujeres posmenopausicas la obesidad incrementa (al doble) el riesgo de cancer
de mama, con respecto a las premenopausicas. Las mujeres que han sufrido una

ooferectomia a los 35 afios han reducido el riesgo en un 40% (Narod et al., 2006).

Factores genéticos: La existencia de una historia familiar ha sido desde hace
tiempo asociada como un factor de riesgo relevante para el desarrollo del cancer de
mama (Cannon et al., 1996). Se estima que los factores genéticos contribuyen en la
patogénesis del cancer de mama en aproximadamente en un 5-10% de los casos y
hasta en un 35% en los casos diagnosticados antes de los 30 afios. Las principales
mutaciones asociadas a esté padecimiento son en los genes BRCA | (cromosoma
17) y BRCA Il (cromosoma 13) (Wooster et al., 1994). Otras alteraciones
involucradas en la susceptibilidad genética al cancer de mama son mutaciones del

gen supresor p53 (Harris et al., 1997).

Paridad y edad del primer embarazo: Las mujeres nuliparas presentan un riesgo
mayor de desarrollar cancer de mama, que aquellas que han estado embarazadas. El
efecto protector del embarazo depende de la edad. Las mujeres cuyo primer
embarazo ocurre después de los 30 afios, tienen un riesgo de padecer cancer de
mama de 2 a 5 veces superior que aquellas que tuvieron su primer hijo antes de los

20 afos (Daling et al., 1994)



e) Factores hormonales:

f)

El papel que juegan las hormonas en el desarrollo de cancer de mama:

La evidencia de que la prolactina es un factor de riesgo para el cancer de mamay el
hecho de que niveles bajos de prolactina durante la gestacion temprana, tendrian un
efecto protector (Zumoff et al., 1994). Los niveles de prolactina son méas altos en
nuliparas que en mujeres que han tenido hijos, asi mismo, la relacién entre la
historia menstrual, gestaciones y riesgo de cancer de mama sugiere que los niveles
altos de estrogenos y prolactina promueven el desarrollo del mismo (Vogel et al.,

2000).

Las acciones que ejerce la progesterona en el cancer de mama parecen no estar bien
definidas. Asi, la respuesta celular a los progestdgenos es contradictoria; en el
tratamiento con ciertos progestagenos se observa una inhibicion de la proliferacion
celular, en el caso de otros se produce la estimulacién, otros progestagenos no
tienen efecto, y un Gltimo tipo de compuestos pueden dar lugar a una accién dual

(Henderson et al., 2008).

Radiaciones: Se ha detectado un factor medioambiental primario que se asocia con
el cancer de mama: las radiaciones ionizantes. Los estudios epidemioldgicos han
mostrado que las mujeres que se han expuesto a radiaciones ionizantes por cualquier
mecanismo (guerra nuclear, diagndstico médico o procesos terapéuticos) tienen un

riesgo aumentado para desarrollar cancer de mama (Connolly et al., 1993).

10



Las radiaciones ionizantes aumentan el riesgo, especialmente si se reciben cuando
la mama se esta desarrollando; sin embargo, hay que pensar que la mamografia ha
conseguido una disminucion importante de la incidencia de céncer de mama,
especialmente en mujeres de 50 y més afios. (Mattsson et al., 2000; Harris et al.,

1997).

Otros factores que pudieran asociarse con una mayor probabilidad de desarrollar la
enfermedad son la alta ingesta de grasa (Howe et al., 1990) asi como la moderada o

alta ingesta de alcohol (Smith-Warner et al., 1998; Longnecker et al., 1999).

5.2.3 Tipos de cancer de mama

El cancer de mama se divide principalmente en ductal y lobulillar. El carcinoma
ductal que corresponde al 90% de los casos, es una neoplasia maligna que tiene su origen
en la proliferacion acelerada e incontrolada de células que tapizan, el sistema ductal. Este
sistema durante la lactancia, lleva la leche desde los acinos glandulares, donde se produce,
hasta los conductos galatéforos, situados detras de la areola y el pezon, donde se acumula

en espera de salir al exterior.

En el 10% de los casos restantes se presenta el carcinoma lobulillar, donde
tipicamente la neoplasia esta presente en los ductos terminales de la unidad lobular; donde

el crecimiento es hacia fuera del 16bulo y puede tener caracteristicas solidas o pagetoides.

11



Muchos canceres de mama se encuentran confinados en la luz de los ductos o de los
acinos, sin invadir los tejidos vecinos. En ese caso reciben el nombre de carcinomas in situ.
Cuando proliferan en demasia pueden romper la llamada membrana basal y extenderse
infiltrando los tejidos que rodean a ductos y acinos. En éste ultimo caso es entonces que
reciben nombres como carcinoma ductal infiltrante o carcinoma lobulillar infiltrante. Los

carcinomas de mama in situ son potencialmente curables si se extirpan en su totalidad.

Estos tipos de cancer cuando progresan a su vez son clasificados de acuerdo al

estadio patoldgico como sigue a continuacion:

a) Etapa | es una etapa o estadio inicial de cancer de seno invasor. La etapa | significa que
el tumor no tiene mas de 2 cm de didmetro (menos de tres cuartos de pulgada) y las células

cancerosas no se han diseminado mas alla del seno.

b) Etapa Il comprende una de las situaciones siguientes:

El tumor en el seno no tiene mas de 2 centimetros de diametro (menos de tres cuartos de
pulgada) y el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos bajo el brazo; o el tumor
tiene de 2 a 5 centimetros (tres cuartos de pulgada a 2 pulgadas), y el cancer puede haberse
diseminado a los ganglios linfaticos bajo el brazo; o el tumor tiene méas de 5 centimetros (2

pulgadas) pero no se ha diseminado a los ganglios linfaticos bajo el brazo.

12



c) Etapa 111 puede ser un tumor grande, pero el cancer no se ha diseminado mas alla del
seno y de los ganglios linféticos cercanos. Es cancer localmente avanzado y esté se divide
en lIl A, 11l By Ill C. Etapa Il A significa que el tumor en el seno tiene menos de 5
centimetros, el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos de la axila y los ganglios
linfaticos estdn conectados unos con otros o con otras estructuras. O, el tumor es grande
(més de 5 centimetros de diametro) y el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos de
la axila.

Etapa Il B significa que el tumor puede haber crecido dentro de la pared del térax o de la
piel del seno, o que el cancer se ha diseminado a los ganglios linfaticos debajo del esternén.
El cancer inflamatorio de seno es un tipo raro, de cancer de seno de etapa I1IB. El seno se
ve rojo e hinchado (o inflamado) porque las células cancerosas bloguean los vasos
linfaticos en la piel del seno. Etapa Ill C significa que el cancer se ha diseminado a los
ganglios linfaticos bajo el esternon y la axila, o a los ganglios linfaticos abajo o arriba de la

clavicula. EI tumor primario de seno puede ser de cualquier tamafio.

d) Etapa IV es cancer metastatico distante. El cancer se ha diseminado a otras partes del
cuerpo principalmente afectando pulmon, sistema nervioso central e higado (National
Cancer Institute, 2004). En la enfermedad metastasica se reporta una media de la sobrevida
de 20 a 25 meses después de la aparicion de la primera metastasis (Barni y Mandala et al.,
2005; Greenberg et al., 1996), por ello en la actualidad se busca educar a la poblacion para
incrementar el diagnostico temprano y por otro lado mejorar los tratamientos actuales

(Morrow et al., 1981).
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5.2.4 Tratamientos

El estadio patoldgico permite definir el esquema de tratamiento para incrementar el
tiempo de vida después del diagndstico. El tratamiento del cAncer de mama se aborda desde
un tratamiento loco-regional del tumor (cirugia y radioterapia) y un tratamiento sistémico,

(hormonoterapia, quimioterapia e inmunoterapia) (Mamounas et al., 2005).

Se observaban ventajas en la supervivencia cuando se sigue un buen esquema de
tratamiento principalmente en estadios tempranos (Tabla Il). Otros de los factores que
juegan un papel importante en la respuesta clinica, son los factores predicitvos como son
los receptores hormonales (RE y RP), HER2-neu, mutaciones en genes supresores de tumor

(p53 y WWOX) v la respuesta inmunoldgica del paciente. (Gammon et al., 1999)

Tabla Il. Supervivencia de acuerdo a la etapa clinica en México. (Asociacion Mexicana de
Mastectomia et al., 2001)

Probabilidad de

Estadios Caracteristicas Denominacion )
Curacion
0 In situ Incipiente 95%
I Menos de 2 cm. sin ganglios Temprana 88%
Palpables
I Mas de 2 cm. Y menos de 5 cm. Temprana 66%

Con o sin ganglios palpables

Il Mas de 5 cm. con ganglios Loco-regional
palpables y con invasion a la piel Avanzada 36%

y/o pared del torax

v Enfermedad a distancia (huesos, Avanzada 7%

pulmones, higado, cerebro)
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5.2.4.1 Respuesta inmunoldgica frente a los tumores

La inmunidad humoral mediada por anticuerpos frente a diversos antigenos tumorales
es pobre en la mayoria de los casos. El principal mecanismo de inmunidad antitumoral es la
inmunidad celular mediante la eliminacion de las células tumorales por los linfocitos T
citotoxicos (LTC) CD8". Los LTC secretan citocinas como el factor de necrosis tumoral
(TNF) e interferon gama (IFN-y) que aumentan la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad (CPH) clase | en las células tumorales y su sensibilidad a la lisis por
LTC. Asi mismo el IFN-y activa a los macrofagos, facilitando la eliminacion de las células
tumorales. Otro tipo de célula que cumple una funcién de vigilancia y ayuda en la
destruccion de tumores, son las células NK, que pueden potenciar su funcién por

interferones e interleucinas (IL-2 e IL-12).

Uno de los factores que influyen en el crecimiento de los tumores malignos es la
capacidad de sus células para evitar o superar los mecanismos de defensa del huésped.
Entre las propiedades de una célula tumoral se encuentra la inestabilidad de sefiales
inhibitorias, autonomia en el crecimiento, division ilimitada, angiogénesis, invasion y

metastasis (Robbins y Cotran et al., 2001).

Los tratamientos actuales como la cirugia, radioterapia y quimioterapia han logrado
incrementar el pronostico de la enfermedad incrementando el tiempo de vida y reduciendo
el crecimiento del tumor (Fung-Kee-Fung et al., 2008). Gracias a estos tratamientos se han
logrado salvar un gran numero de vidas. El tratamiento de eleccion para el mayor
porcentaje de las pacientes con diagnostico de cancer de mama incluye el uso de

quimioterapia.

15



La quimioterapia es un tratamiento sistémico asociado con una disminucion del

riesgo de recidivas y de muerte en pacientes que lo usaron después de la cirugia y

radioterapia. Algunos tipos de agentes usados en la quimioterapia son compuestos

extraidos de plantas, mientras que otros son sintéticos. Se pueden dividir en tres grandes

grupos sobre la base de su modo y lugar de accion: antimetabolitos, agentes genotdxicos e

inhibidores del huso mitotico (Zamble et al., 1995; Lugmani et al., 2005) (Figura 2).

Doxorubicin (Adriamycin®)
Mitomycin C
Antimetabolitos
5-FU
Mercaptopurine
methotrexate

Sintesis del DNA
PN
U <

Agentes alquilantes

Cyclophosphamide

Melphalan
Carmustine
Transcripcién del DNA Duplicacién del DNA <<= Mitosis
Agentes intercalantes Inh. huso mitético
Cisplatin, carboplatin, actinomycin D Taxanes, vincristine

Figura 2. Sitios de accidn de los agentes citotéxicos (quimioterapia)

Los principales agentes neoplasicos que se usan en el tratamiento del cancer de

mama incluye la doxorrubicina (antraciclinas), ciclofosfamida (agente alquilante),

fluoruracilo, metotrexate (inhibidores de enzimas claves en la sintesis de purinas y

pirimidinas), docetaxel y paclitaxel (taxanos).
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Las antraciclinas representan los agentes mas activos y eficaces en términos de
respuesta y supervivencia (Fossati et al., 1998). Sin embargo, la limitacion principal es su
toxicidad dependiente de dosis cardiaca; los pacientes no deberian exceder la dosis
acumulativa de 450-550 mg/m2 para doxorubicina y 800-900 mg/m2 para epirubicina

respectivamente (Gennari et al., 2004; Pawan et al., 1998).

El primer régimen de tratamiento incluye la combinacién de dos o tres drogas como
doxorubicina y ciclofosfamida, ¢ ciclofosfamida y epirrubicina (CE), 6 paclitaxel,
ciclofosfamida, doxorubicina y fluorouracilo (FAC) 6 5-fluorouracil, epirubicina,
ciclofosfamida (FEC). Después del fracaso con antraciclinas, los taxanos ha mostrado
buena actividad solo (docetaxel y paclitaxel) (Nabholtz et al., 1999; Sjostrom et al., 1999) o
en combinacion con antimetabolitos (O’Shaughnessy et al., 2002; O’Shaughnessy et al.,
2003) puede disminuyendo la progresion e incrementando la supervivencia (Guarneri et al.,

2004)

La quimioterapia por ser un tratamiento sistémico es independiente de la afectacion
ganglionar, de la presencia 0 no de receptores estrogénicos y de si se administra 0 no
tamoxifeno; sin embargo la ventaja de la quimioterapia varia bastante de acuerdo con la
edad y el estado menopausico (Lancet et al., 2005). Para las mujeres menores de 50 afios
de edad, la quimioterapia adyuvante mejora en un 10% la supervivencia a los 15 afios y en

un 3% en las mujeres entre 50-69 afos.
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Pero la quimioterapia también posee desventajas una de ellas son los efectos
secundarios a corto y largo plazo (Song et al., 2009; Partridge et al., 2001) (Tabla III).
Estos efectos secundarios a su vez pueden llegar a suspender el tratamiento oncolégico,
principalmente cuando afectan de manera muy importante el sistema inmunologico. Por
ello es de vital importancia revisar los efectos secundarios que son producidos por la

quimioterapia en la respuesta inmune.

Tabla I11. Principales efectos secundarios por la quimioterapia (Partridge et al., 2001)

Efectos a corto plazo Efectos a largo plazo
Emesis Prematura menopausia/infertilidad
Néausea Ganancia de peso
Estomatitis Disfuncion cardiaca
Alopecia Leucemia/ Sindrome mielodisplésico
Trombocitopenia Disfuncion cognitiva
Mialgias
Neuropatia *

Fatiga *
Linfopenia

* Pueden ser efectos a corto y largo plazo.

5.2.4.2 Efectos de la quimioterapia sobre el sistema inmune
La quimioterapia citotoxica ataca a las células tumorales pero al mismo tiempo
afecta aquellas células normales que se dividen rapidamente, afectando de manera muy
importante la proliferacion de células mieloides y linfoides provenientes de la médula 6sea
(Curtin et al., 1991; Franz Solomayer et al., 2003), y como resultado se producen graves
efectos secundarios que incluyen la linfopenia, inhibicion de la eritropoyesis y

trombocitopenia (Haynes et al., 2008 ; Lake y van der Most et al., 2006).
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La neutropenia y el decline de linfocitos T CD4" son efectos secundarios frecuentes,
que han sido asociados con infecciones oportunistas severas (Masur et al., 1989). Las
infecciones durante el tratamiento de quimioterapia representan un aumento en el nimero
de hospitalizaciones y un costo extra sobre el tratamiento. Un ejemplo del costo del
tratamiento en pacientes con cancer de mama en promedio son $56,070 ddlares por afio,
representando $7,200 délares por hospitalizaciones, $ 177 ddlares por visitas de emergencia

y $2,640 ddlares de prescripciones (Hassett et al., 2006)

La deplecion de linfocitos T por agentes quimio-terapéuticos principalmente afectan
a los linfocitos T CD4" mas que a los linfocitos T CD8". La disminucion de los linfocitos T
también produce una disminucién en la funcion de células dendriticas (DC’s), alteraciones
en la produccion de citocinas y factores de crecimiento, sin embargo parece no afectar a las
celulas NK (Lissoni et al., 2009; Lissoni et al., 2004; Mackall et al., 1994). Clinicamente la
deplecion inmunoldgica resulta en efectos clinicos evidentes como dolor, anorexia,
adinamia y disminucion en la calidad de vida (Berger et al., 1998; Bruera et al.,1997;

Cleeland et al., 1984 ; Kasper et al., 2000 ; Kasper and Sarna et al., 1995).

Los agentes de inmunoterapia son una alternativa que mejora la inmunidad anti-
tumor vy la respuesta clinica a la quimioterapia del cancer como son la IL-3 e IL-7 que
funcionan como estimulantes de la proliferacion linfoide (T y B) (Fry y Mackall, 2007). La
IL-3 que es una citocina producida por los linfocitos T, encargada de estimular la
proliferacion y diferenciacion de progenitores linfoides y mieloides (Guillaume et al.,

1993), que al ser administrada con G-CSF durante el tratamiento de quimioterapia
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citotoxica ayuda a reducir los efectos secundarios al proteger la inmunidad (Shapiro y

Recht, 2001).

Sin embargo, la administracion de estimulantes de la respuesta inmune (IL-12, IL-
7, IL-2, IFN-gamma 6 GM-CFS) estan asociados con efectos secundarios graves y
toxicidad cuando son administrados repetidamente (DeNardo y Coussens, 2007; Tahara y

Lotze et al., 1995; Fry et al., 2001).

Uno de los métodos inmunoldgicos que ha sido considerado en el contexto de la
terapia del cancer y que no posee efectos toxicos reportados hasta el momento es el
Immunepotent CRP (extracto dializable de leucocito bovino (EDLb) o factor de

transferencia).

5.3 Extracto dializable de leucocitos 6 factor de transferencia

Fue descubierto a finales de 1940 por el Dr. H. Sherwood Lawrence, mientras
estudiaba la tuberculosis Lawrence encontré que la inmunidad de un individuo podria ser
transferida a otro usando pequefias moléculas. Estos “factores de transferencia”, como él
los llamo, podrian transferir inmunidad de un sistema inmune competente a un sistema

menos capaz (Cleeland et al., 1984; Fabre et al. 2004).
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Actualmente se usa el término extracto dializable de leucocitos (EDL) para
denominar al extracto de bajo peso molecular (menor a 10000Da) obtenido de leucocitos o
linfocitos y factor de transferencia para denominar los componentes del EDL que median

respuestas T especificas (Goust et al., 1983).

El extracto dializable de leucocitos de origen bovino (EDLb) estd compuesto por
moléculas de peso molecular menor a 12,000 kDa, es producido por el Laboratorio de
Inmunologia y Virologia en la Facultad de Ciencias Biologicas es conocido
comercialmente como Immunepotent CRPMR, Esta mezcla de moléculas (EDLDb) transfiere
inmunidad de un individuo a otro mediante extractos leucocitarios obtenidos de un donante
inmunizado (Cleeland et al., 1984; Lawrence y Borkowsky et al., 1996) y puede ser

obtenido de sangre o tejidos linfoides (Yuying et al., 1999).

La transferencia de este dializado leucocitario modula la respuesta inmune de
manera no especifica (Ballow et al., 1975) y se obtiene estimulacion de las defensas
inmunes cuando se requiere mientas que también se puede ejercer un efecto supresor

cuando se desea la regulacion negativa del sistema inmune (Fernandez-Ortega et al., 2001).

Por ello el uso del EDLDb esta indicado en una gran variedad de inmunodeficiencias,
enfermedades autoinmunes (Franco-Molina et al. 2006; Yuying, Zhenxiang et al., 1999) ,
enfermedades bacterianas (Franco-Molina et al., 2006; Ayala-de la Cruz et al., 1996) asma
y alergias. (Luna-Baca et al., 2007; Rodriguez-Balderrama et al., 2000; Spitler et al., 1973).

El EDLDb puede tener un uso excepcional en mejorar la calidad de vida en pacientes

con cancer de pulmon (Franco-Molina et al., 2008). Sin embargo, no se ha establecido un
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mecanismo de accion del EDLD, pero se ha visto que regula la produccion de citocinas
inflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-8 (Franco-Molina et al., 2006; Franco-Molina et al.,
2004; See et al., 2002) que estan asociadas con efectos en la expresion TLR2 y TLR4 y con
la activacion del NF-kB y cAMP (Ojeda et al., 2005). Estos estudios demuestran el impacto
generado por el EDLb en cancer, ya que estas citocinas estan involucradas en la progresion

tumoral (Dinarello et al., 2006).

Ensayos clinicos con EDL antigeno especifico demuestran una induccion de la
inmunidad celular y una respuesta al antigeno o a agentes extrafios ( Kirkpatrick et al.,
1993; Kirkpatrick et al., 1979). Ensayos in vitro en modelo murino han demostrado que la
administracion de EDL dota a las células del bazo la propiedad de responder a los antigenos
correspondientes mediante la secrecion de interferén gamma (Alvarez-Tull y Kirkpatrick ,

1996; Strobl B et al., 2001), un producto de células T helper 1 (Th1).

Vacek y colaboradores (Vacek et al., 2007), reportaron que el factor de origen
porcino estimula la proliferacion de células progenitoras hematopoyéticas de granulocitos y
macrofagos (GM-CFC) en la médula 6sea de ratas después de la radioterapia ademas,
aumenta los niveles del factor estimulante de colonias de granulocitos, (G -CSF),
interleucina-6 (IL-6) e interleucina-3 (IL-3) (Vacek et al., 2002). Estos experimentos
demuestran la induccion de la inmunidad mediada por células, y el poder de proliferacién
celular que posee el EDL sin embargo, la célula blanco y el mecanismo de accién no se

conocen (Bloom et al., 1980).
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5.3.1 Extracto dializable de leucocitos y cancer

En lineas celulares de cancer de mama (MCF-7) el tratamiento con EDLb a una
concentracion de 0.06 y 0.13 U/mL inhibi6 la expresion del RNAm de p53, bag-1, c-myc,
bax, bcl-2 que son genes involucrados en apoptosis aln asi se observaron efectos
citotoxicos (Franco-Molina et al., 2006). Sin embargo, estudios clinicos en pacientes con
cancer de mama avanzado que fueron tratados Unicamente con EDL obtenido de donantes
adultos sanos no tuvo efecto en la reduccion tumoral resultando en una enfermedad

progresiva (Atzpodien et al., 2003).

Estudios con glioblastoma multiforme donde administran el EDL intratumoral como
adyuvante de la quimioterapia reportan una reduccion significativa del tamafio del tumor,
asi como un aumento en las poblaciones de CD2*, CD4", CD8", NK y de citocinas Thl

(Pineda et al., 2005).

En estudios clinicos donde es administrado el EDL en pacientes con diferentes
tipos de cancer (mama(Oettgen et al., 1974), nasofaringe(Goldenberg and Brandes et al.,
1976) renal (Moss et al., 2004) y prostata (Pizza et al., 1996) entre otros (Whyte et al.,
1992; Fudenberg et al., 1976; Lawrence and Borkowsky et al., 1996; Meier et al., 1977) se
demuestra, que su uso genera una respuesta mas favorablemente al tratamiento de
quimioterapia y radioterapia, ademas de mejorar la tolerancia a los tratamientos con pocas
complicaciones (Pizza et al., 1996).

El EDLb ha sido utilizado en el tratamiento de pacientes con cancer administrado
junto con citocinas y agentes quimio-terapéuticos, donde se observd que el EDLDb

(Immunepotent) mejora la calidad de vida e incrementa la sobrevivencia de aquellos que
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reciben el tratamiento (Rodriguez-Padilla et al., 2008,2005; Zamora-Avila et al., 2009 ).
Por otra parte, en pacientes con cancer de pulmdn, los parametros de la inmunidad celular
(LT CD4", CD8", CD16" y CD56") se incrementaron posterior al tratamiento con
Immunepotent CRP durante la radioterapia y quimioterapia sistémica sugiriendo que el
Immunepotent CRP usado como adyuvante podria ayudar a reducir los efectos secundarios

causados por el tratamiento oncoldgico (Franco-Molina et al., 2008).

En pacientes con osteosarcoma que recibieron el EDL como un tratamiento
adyuvante, se observé un aumento en el nimero de linfocitos T y como consecuencia una
mayor inmunidad celular (Rodriguez-Flores et al., 2009) . En este estudio se mostro que en
pacientes con cancer de pulmon de células no pequefias el tratamiento con EDL aumentd
significativamente las tasas de supervivencia en comparacion con el grupo que no recibio

tratamiento.

Existen muchos estudios previos sobre el uso del EDL en pacientes con cancer
donde se visualiza el efecto Unicamente como adyuvante; sin embargo, en pacientes con
cancer de mama no existen reportes donde se valore a la par la respuesta clinica e
inmunoldgica durante los ciclos de quimioterapia. Por ello el objetivo del ensayo es valorar
la respuesta clinica y el efecto protector sobre la poblacion linfoide mediante el uso del
Immunepotent CRP (EDLb) como adyuvante en pacientes con cancer de mama tratados

con quimioterapia sistémica.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Area de trabajo

El trabajo experimental se realizd en la Departamento de Inmunologia y Virologia,
Laboratorio de Bioseguridad Nivel 3 (BL-3) en la Facultad de Biologia de la U.A.N.L.
Los pacientes incluidos en el estudio fueron aquellos que incidieron de manera aleatoria al
Laboratorio del Especialidades Inmunoldgicas en la Facultad de Biologia de la U.A.N.L.

bajo la vigilancia del médico a cargo del estudio.

6.2 Pacientes

En el estudio se incluyeron cuarenta y tres pacientes con diagnostico de cancer de
mama en estadios I-1V confirmado por patologia que firmaron la carta de consentimiento
(Anexo 1). Los criterios de inclusion incluyen un buen estatus de vida con expectativa
mayor de 7 meses, con edades entre 39 y 75 afios. Todos los pacientes como parte del
esquema de tratamiento debian incluir la quimioterapia. Los pacientes fueron negativos
para pruebas serolégicas de virus de inmunodeficiencia humana, virus de leucemia células
T humana, hepatitis B y hepatitis C. Ninguna inmunodeficiencia o enfermedad autoinmune
fueron reportadas. Los pacientes no recibieron ningun estimulante de proliferacion celular
(Neupogen o Factor estimulante de granulocitos (G-CSF)), medicamentos que estimulan el

apetito o glucocorticoides durante la quimioterapia.
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La quimioterapia cominmente empleada para la enfermedad localizada incluye
doxorubicina y ciclofosfamida (AC), AC seguida por paclitaxel, ciclofosfamida,
doxorubicina y fluorouracilo (FAC), ciclofosfamida, metotrexate y fluorouracilo (CMF),
docetaxel, doxorubicina y ciclofosfamida (TAC). El régimen utilizado para enfermedad

metastasica incluye Epirrubicina, Mavelvine, Aromastin 6 Xeloda.

6.3 Tratamiento Adyuvante

El EDLb usado en nuestro estudio fue producido por el Laboratorio de Inmunologia
y Virologia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, México obtenido mediante la
modificacion de la técnica descrita por Lawrence et al., 1996. EI nombre comercial es

Immunepotent CRPMR,

El Immunepotent CRP es un dializado de bajo peso molecular adquirido por
desintegracién de bazo bovino liofilizado. Al Immunepotent CRP se le realizan prueba de
pir6genos enddgenos, utilizando el ensayo de lisado de amebocitos de Limulus (MP
Biomedicals Inc.), y se verifica que esté libre de contaminacion bacteriana por cultivo en

diferentes medios, asi como estudios in vivo en ratones.

6.4 Disefio del estudio

El disefio del estudio incluye cuarenta y tres pacientes con cancer de mama que
fueron separados en dos grupos; el primer grupo corresponde a 25 pacientes con cancer de
mama que recibian el Immunepotent CRP como adyuvante de la quimioterapia. El segundo

grupo incluyé 18 pacientes con cancer de mama (grupo control) que estuvieron bajo
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tratamiento de quimioterapia sin el tratamiento adyuvante (Immunepotent CRP). Se
monitoreo la respuesta clinica e inmunoldgica en ambos grupos. El seguimiento de los
pacientes se llevo a cabo al menos por 8 meses; en el grupo con Immunepotent CRP se
inici6 la administracién una semana antes de la quimioterapia, continuando con su
administracion durante los ciclos de quimioterapia (3-6 meses) hasta un mes después de la

ultima quimioterapia.

Después de este periodo de administracion del Immunepotent CRP, aquellos
pacientes que lograban una remision total eran vigilados anualmente mediante estudios de
imagen y perfil de linfocitos; si solamente se lograba una remision parcial se continuaba
con el esquema de tratamiento del Immunepotent CRP como adyuvante de la
quimioterapia. La dosis administrada a cada paciente fue definida de acuerdo con el estatus
inmunolégico, conociendo que una unidad (1 U) de Immunepotent CRP posee 15 x 10°
leucocitos. La dosis administrada del Immunepotent CRP fue definida de acuerdo al estado
inmunoldgico valorado mediante el perfil de linfocitos. Inicialmente durante los primeros
15 dias se administré el Immunepotent CRP de acuerdo al siguiente esquema de
tratamiento: (i) linfocitos B 1-3% 5 U orales; (ii) linfocitos B 4-6% 4 U (2 oral/2 i.m.); (iii)
linfocitos B >6% 1 U alternando oral e i.m. Después del periodo inicial, la dosis del
Immunepotent CRP fue gradualmente reducida dependiendo del perfil inmunoldgico hasta

1 U diaria.
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Las vias de administracién que fueron incluidas son la oral e intramuscular. Para la
via oral se diluyd el Immunepotent CRP en 5 mL de agua y fue administrado 20 minutos

antes de comer. Para la presentacion intramuscular se utilizé 2 mL de agua estéril.

6.5 Evaluacion de la respuesta clinica

6.5.1 Respuesta clinica por imagen

La respuesta clinica de los cuarenta y tres pacientes tratados con quimioterapia fue
valorada mediante estudios radiograficos o imagenes de PET-CT. La respuesta clinica del
tumor fue evaluada de acuerdo a los Criterios Internacionales de la Unién contra el Cancer
(Hayward et al., 1977), donde se define como respuesta completa (RC) la desaparicion de
todas las pruebas clinicas de la enfermedad. Respuesta parcial (RP) como un 50% o mayor
disminucion en la suma de los productos de los didmetros perpendiculares de todas las
lesiones; por lo menos un mes sin aumento de ninguna lesion y no aparicion de nuevas
lesiones. Los pacientes con reacciones menores o progresion de la enfermedad fueron

considerados como no respondedores (NR)(Dudley et al., 2005).

6.5.2 Calidad de vida durante el tratamiento
La calidad de vida fue medida usando la escala de Karnofsky (KPS) (Karnofsky,
Abelmann et al., 1948) (Tabla V). Sin embargo en la poblacion con Immunepotent CRP se
adiciond un cuestionario, donde se midio la frecuencia de los sintomas relacionados con el
cancer y los efectos secundarios de la quimioterapia como es dolor, pérdida de apetito,
peso, astenia y fatiga. Los cuestionarios fueron analizados en dos tiempos diferentes: antes

de la administracion del Immunepotent CRP y durante los ciclos de quimioterapia.
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Tabla IV. Escala de Karnofsky (Karnofsky et al., 1948)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Normal, no presenta signos o sintomas de la enfermedad.
Capaz de llevar a cabo actividad normal, signos y sintomas leves.
Actividad normal con esfuerzo, algunos signos y sintomas de la enfermedad.

Capaz de cuidarse, pero incapaz de llevar a cabo actividad normal, o trabajo activo.

Requiere atencidn ocasional, puede cuidarse de la mayoria de sus necesidades
Requiere asistencia y frecuentes cuidados médicos.

Encamado, necesita cuidado y atenciones especiales.

Invalidez severa, hospitalizacion indicada.

Invélido grave, necesita hospitalizacion y tratamiento general de sostén.

Muy grave, rapida progresion de la enfermedad.

Muerte.

6.6 Evaluacion de la respuesta inmunoldgica

6.6.1 Poblacioén linfoide

La respuesta inmune se valor6 mediante la biometria hematica y el perfil de

linfocitos en los pacientes con cancer de mama. En el grupo control (sin Immunepotent

CRP) se midio antes de la quimioterapia y durante la quimioterapia (después de 3 ciclos).

En la grupo que recibié el Immunepotent CRP como adyuvante se monitoreo el perfil de

linfocitos antes de la administracién del Immunepotent CRP, durante la quimioterapia con

Immunepotent CRP como adyuvante y un mes después de terminada la Ultima

guimioterapia (Unicamente con Immunepotent CRP) (Figura 3).
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Quimioterapia
| 3- BEmeses | 1mes |
— Antes Grupo con y sin EDLb Despies de quimioterapia —*

T 1 1 Monitoreo

t, t, t, anual
Escalade Escala de Escala de Escalade

Karnotsky Karnofsky Karnofsky Karnofsky

Perfil Perfil Perfil Perfil

Inmunologico Inmunclogico Inmunclogico Inmunclogico
Estudios de imagen Estudios de imagen Estudios de imagen

Figura 3. Esquema de tratamiento. Se muestra los estudios realizados y el periodo de tiempo que transcurri6 entre estos.

La citometria de flujo se uso para contar las poblaciones de células NK (CD56"-
16"), linfocitos B (CD19") y linfocitos T (CD3%), con sus subpoblaciones (CD4", CD8").
El equipo utilizado para la citometria de flujo Beckman Coulter Altra No. AE47042. Los

datos fueron obtenidos y analizados mediante el software Expo 32 version 1.2.

6.6.2 Citocinas en suero

Ademas se recolectaron muestras de suero. Los sueros fueron almacenados a una
temperatura de -70°C hasta ser analizados mediante un  inmunoensayo enzimatico
(ELISA). Los reactivos utilizados para determinar la concentracion de citocinas (IL-3 e IL-
7) fueron de la compafiia peprotech y se realizaron de acuerdo al protocolo del proveedor,

como se muestra a continuacion.
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6.6.2.1 Protocolo para llevar a cabo el ELISA indirecto

Preparacion de la placa

Se agregan 100uL del anticuerpo de captura (1ug/mL) a la placa de 96 pozos y se deja
incubar toda la noche a temperatura ambiente.

Aspirar los pozos para remover el anticuerpo de captura y lavar 3 veces con wash buffer
(0.05% Tween 20 en PBS 1X).

Después de realizar los lavados eliminar el exceso de liquido usando un papel adsorbente.

Estandar
IL-3 humana: Realizar diluciones seriadas a partir de un estandar de 4 ng/mL hasta llegar a

una concentracion de cero en diluyente (0.05% Tween 20, 0.1% BSA en PBS).
IL-7 humana: Realizar diluciones seriadas a partir de un estandar de 2 ng/mL hasta llegar a

una concentracion de cero en diluyente (0.05% Tween 20, 0.1% BSA en PBS).

Protocolo de ELISA

Muestra o Estandar: Agregar 100uL de la muestra o el estandar a cada pozo segln sea el
caso por triplicado. Incubar a temperatura ambiente por 2 horas.

Deteccion: Aspirar los pozos para remover el liquido y lavar 3 veces con wash buffer
(0.05% Tween 20 en PBS 1x). Agregar 100uL del anticuerpo de deteccion (1ug/mL).
Incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

Conjugado (Avidin- HRP): Aspirar los pozos para remover el liquido y lavar 3 veces con
buffer de lavado. Agregar 100uL del conjugado Avidin-HRP (dilucion 1:2000 en diluyente)

e incubar 30 minutos a temperatura ambiente.
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Sustrato (ABTS): Aspirar los pozos para remover el liquido y lavar 3 veces con buffer de
lavado. Agregar 100uL de la solucion de sustrato a cada pozo e incubar a temperatura
ambiente para el desarrollo del color. (Monitorear el desarrollo de color a 405nm cada 5

minutos durante 20 minutos).

6.7 Andalisis estadistico

Se realizd un andlisis estadistico de las poblaciones linfoides y escala de Karnofsky
mediante la prueba “t” student para datos no apareados. La significacion estadistica se
establecio como p <0.05. Los valores individuales de las cifras representan la media de los
pacientes + SEM. Los analisis estadisticos y graficos se hicieron con el software Sigma

Plot 10.0.
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7. RESULTADOS

Los cuarenta y tres pacientes con diagnostico de cancer de mama incluidos en el
estudio fueron seleccionados al azar para evaluar el efecto del Immunepotent CRP en la
respuesta clinica e inmunolodgica de pacientes tratados con quimioterapia, con y sin la

terapia adyuvante con el Immunepotent CRP.

En ambos grupos, los pacientes que presentaban metéstasis eran afectados en
promedio en 3 6rganos, principalmente hueso, higado y pulmén. El 84% del grupo que
recibié el Immunepotent CRP como adyuvante, fue positivo para marcadores tumorales y el
88% lo fue, en el grupo control (sin el tratamiento adyuvante). Todos los pacientes
recibieron un esquema de tratamiento oncoldgico que dependia del estadio patoldgico

(Tabla V).
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Tabla V. Caracteristicas clinicas de pacientes con cancer de mama

Caracteristicas

Grupo con

No. pacientes = 43

Estadio patologico
|

I

Il

v

Total=

Marcadores tumorales
RE

RP

Her2

Total=

Estatus del Karnofsky
0
1

Tratamiento clinico
Cirugia
Quimioterapia
Radioterapia
Hormonal

Immunepotent CRP

25 (60%)

2 (8%)
13 (52%)
4 (16%)
6 (24%)

25 (100%)

13 (52%)
8 (32%)
7 (28%)

25 (100%6)

1 (4%)
24 (96%)

13 (52%)
25 (100%)
1 (4%)

8 (32%)

Grupo sin
Immunepotent CRP

18 (40%)

2 (11%)
5 (28%)
5 (28%)
6(33%)

18 (100%)

10 (56%)
7 (39%)
6 (33%)

18 (100%)

2 (12%)
16 (88%)

18 (100%)
18 (100%)
7 (39%)
8(44%)
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7.1 Respuesta clinica por imagen

La respuesta clinica por imagen fue evaluada mediante estudios radioldgicos
estandar o PET-CT que permiten visualizar los cambios en el tamafio de la lesion
comparando antes de iniciar el tratamiento con Immunepotent CRP y después de terminar
los ciclos de quimioterapia. En el grupo que recibié Immunepotent CRP como adyuvante
durante la quimioterapia se observd que en 15 pacientes (60%) se presentd una RC, 8
(32%) experimentaron una RP y 2 (8%) fueron NR (Tabla VI). En este grupo de acuerdo al
estadio se observo que en el estadio I, 2 pacientes (100%) experimentaron una RC; de los
pacientes en el estadio I, 9 (70%) experimentaron una RC y 4 (30%) experimentaron una
RP; de los pacientes en el estadio Ill, 2 (50%) experimentaron una RC y 2 (50%)
experimentaron una RP; de los pacientes en estadio 1V, 2 (33%) experimento una RC, 2

(33%) una RP y 2 (33%) fueron NR.

En el grupo control (sin la terapia adyuvante con Immunepotent CRP durante la
quimioterapia) se observo que 7 pacientes (39%) experimentaron una RC, 9 (50%) RP y 2
(11%) fueron no respondedores (Tabla VI). En este grupo de acuerdo al estadio se observo
que en el estadio I, 2 pacientes (100%) experimentaron una RC; de los pacientes en el
estadio 1, 4 (80%) experimentaron una RC y solo 1(20%) paciente mostr6 una RP; en el
estadio 111, 1(20%) experimento una RC, 3(60%) una RP y 1(20%) fue NR; en el estadio
IV, ninguno respondié completamente al tratamiento, en 5(83%) se observd una RP y

1(17%) fue NR.
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7.1.1 Imégenes de PET-CT

En ambos grupos se evalué mediante PET-CT la respuesta clinica, donde
observamos que en el grupo con Immunepotent como adyuvante se observo regresion de
las lesiones metastasicas en diversas localizaciones anatdmicas. Sin embargo, como se
observa en la figura 4a, una paciente con cancer de mama metastasico sin terapia adyuvante
presentO lesiones persistentes en tiroides y resistencia a la quimioterapia con una lesion
nueva alrededor de la aorta (2 cm) después de 2 afios de tratamiento oncologico
(quimioterapia). En otro caso, la figura 4b, una paciente con metastasis retroperitoneal
retrohepatica tuvo una respuesta parcial con la misma actividad metabdlica (6 SUV) so6lo
después de 4 meses de recibir el tratamiento con Immunepotent CRP y después de 5 ciclos

de quimioterapia
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Tabla V1. Respuesta clinica en pacientes con cancer de mama

Estadio Adyuvante Respuesta No. de pacientes
(Immunepotent CRP) clinica
QT + Immunepotent CRP CR 2 (100%)
I
Solo QT CR 2 (100%)
CR 9 (70%)
] QT + Immunepotent CRP
PR 4 (30%)
CR 4 (80%)
Solo QT
PR 1 (20%)
CR 2 (50%)
QT + Immunepotent CRP
PR 2 (50%)
i
CR 1 (20%)
Sélo QT PR 3 (60%)
NR 1 (20%)
CR 2 (33%)
QT + Immunepotent CRP PR 2 (33%)
v NR 2 (33%)
PR 5 (83%)
Solo QT
NR 1(17%)

QT; quimioterapia, CR; respuesta completa, PR; repuesta parcial, NR; no respondedores



Figura 4. Efecto clinico del Immunepotent CRP en el estudio de imagen (PET-CT). a) En el grupo de control se observo
una falta de respuesta de las lesiones en tiroides después de la quimioterapia sin Immunepotent CRP. b) Respuesta parcial

en las lesiones retroperitoneales después del tratamiento de quimioterapia usando al Immunepotent CRP como adyuvante.
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7.2 Calidad de vida (Karnofsky)

La calidad de vida se midié utilizando la escala de Karnofsky (KPS). En los
pacientes que recibieron tratamiento adyuvante con Immunepotent CRP durante la
quimioterapia, en promedio la KPS aumenté de 70 a 90, que refleja una mejora clinica
general del estado de salud del paciente regresando a trabajar en la mayoria de los casos
(Figura 5). En cambio la poblacion control mantuvo la KPS en 80 antes y después del

tratamiento con quimioterapia.

100 —
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Escala de Karnofsky

40
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EEl Sin Immunepotent
774 Antes del Immunepotent
I Despues del Immunepotent

Figure 5. Escala de Karnofsky por estadio patoldgico en pacientes con céancer de mama sin tratamiento

adyuvante durante la quimioterapia y en el grupo que recibi6 el tratamiento adyuvante con Immunepotent CRP (antes y

durante la quimioterapia).

39



7.3 Respuesta inmune

7.3.1 Perfil de linfocitos

Para evaluar los efectos del Immunepotent CRP como adyuvante de la
quimioterapia en las poblaciones linfoides se analizaron las muestras obtenidas antes,
durante, y finalizando los ciclos de quimioterapia en el grupo con Immunepotent CRP y en

la poblacion control unicamente fueron monitoreados durante los ciclos de quimioterapia.

El total de glébulos blancos (WBC) antes de recibir el Immunepotent CRP vy la
quimioterapia fue 5,928 + 339/ mm®. Durante la quimioterapia con Immunepotent CRP, el
nGmero se redujo ligeramente a 5,554 + 374 / mm® y en el grupo control fue de 4,779 +
435 /| mm®. El porcentaje de monocitos, baséfilos, eosinéfilos y neutréfilos siempre fue
reportado dentro del rango de valores de referencia establecidos en nuestro laboratorio aun

durante los ciclos de quimioterapia.

En los pacientes que recibieron el Immunepotent como adyuvante de la
quimioterapia no mostraron mielosupresion de las poblaciones linfoides; mientras que los
pacientes que recibieron la quimioterapia sin el adyuvante mostraron una disminucion de
los valores absolutos de las poblaciones de los linfocitos T (CD4" y CD8") y B (CD19%)

por debajo de la media de los valores de referencia (Razo et al., 1996) (Figura 6,7 y 8).
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Figura 6. Efecto del Immunepotent CRP en la respuesta inmune en pacientes con cancer de mama. Valores absolutos
linfocitos T (CD4"), antes (t;), durante quioterapia (t,) y despues (t;) de quimioterapia con Immunepotent CRP. Cada

barra representa la media de los pacientes + error estandar.
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Linfocitos T (CD8+)
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Figura 7. Efecto del Immunepotent CRP en la respuesta inmune en pacientes con cancer de mama. Valores absolutos
linfocitos T (CD8"), antes (t;), durante quioterapia (t,) y despues (t;) de quimioterapia con Immunepotent CRP. Cada

barra representa la media de los pacientes + error estandar.
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Figura 8. Efecto del Immunepotent CRP en la respuesta inmune en pacientes con cancer de mama. Valores absolutos

linfocitos B (CD19%), antes (t;), durante quioterapia (t,) y despues (t;) de quimioterapia con Immunepotent CRP. Cada

barra representa la media de los pacientes + error estandar.

43
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Figura 9. Efecto del Immunepotent CRP en la respuesta inmune en pacientes con cancer de mama. Valores absolutos
linfocitos NK (CD56-16%), antes (t;), durante quimioterapia (t,) y desples (t;) de quimioterapia con Immunepotent CRP.

Cada barra representa la media de los pacientes =+ error estandar.
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Un dato importante fue el aumento significativo en el porcentaje de las

subpoblaciones de linfocitos B CD19" (p <0,05) y células NK (p <0,05), que se observé un

mes después de completar los ciclos de quimioterapia en los pacientes que recibieron el

Immunepotent CRP como adyuvante (Tabla VII). Ademas se observo, que los pacientes

con el adyuvante mantuvieron las poblaciones linfoides en rangos similares al estado inicial

(T1) y siempre sobre el valor de referencia minimo para la poblacion mexicana (Razo et al.,

1996). De hecho, los valores de los pacientes tratados Immunepotent CRP se encontraron

por encima de los encontrados en la poblacién control (bajo quimioterapia) asi como

previamente fue reportado por Mackall et al., 1994 para pacientes que estaban en

tratamiento de quimioterapia.

Tabla VII. Poblaciones linfoides durante el tratamiento de quimioterapia

Tratamiento

Antes del EDLb

Leucocitos

5928 + 339

CD4*

713 £50

CD8*

458 *+ 46

CD19"

123 £ 17

CD56"-16"

157 + 27

Desples del EDLb

5554 + 374

877 +95

475 + 102

314 +69

271+ 48

Valor p

0.05

0.05

0.05

<0.05

<0.05

* Los valores individuales de las cifras representan la media de los pacientes + error estandar. Los datos fueron

analizados mediante la prueba t student para datos apareados donde la significacia estadistica se muestra como p<0.05.
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7.3.2 Immunepotent CRP y citocinas

7.3.2.1 Interleucina (IL) — 3 en suero
Se analizaron los sueros de pacientes con cancer de mama sin tratamiento de quimioterapia
y que recibian el tratamiento con quimioterapia. Los resultados muestran que la IL-3 es
reducida un 80 % (0.7918+ 0.07 vs. 0.1655 * 0.04) durante los ciclos de quimioterapia, en
la poblacion bajo quimioterapia sin el tratamiento adyuvante. Sin embargo la IL-3 se reduce
en menor medida (0.7918 + 0.07 vs. 0.520 = 0.039) (34%) en el grupo al cual se le

administré el Immunepotent CRP durante los ciclos de quimioterapia (Figura 10).
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Figura 10. Concentracion de IL-3 en el suero de pacientes con cancer de mama con y sin el tratamiento adyuvante durante

la quimioterapia. Cada barra representa la media del triplicado * error estandar. ** (p<0.01)
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7.3.2.2 Cuantificacion de interleucina (IL) — 7 en suero
Se analizaron los sueros de pacientes con cancer de mama sin tratamiento de
quimioterapia y que recibian el tratamiento con quimioterapia. Los resultados muestran que
la IL-7 se incrementd (0.7796 + 0.0515 vs. 0.8773 + 0.0386) (11%) en el grupo con
Immunepotent como adyuvante de la quimioterapia. Ademas se observé una reduccion del
30% (0.7796 £ 0.0515 vs. 0.5453 + 0.0343) en el grupo control durante la quimioterapia

contra antes de la quimioterapia (Figura 11).
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Figura 11. Concentracion de IL-7 en el suero de pacientes con cancer de mama con y sin el tratamiento adyuvante

durante la quimioterapia. Cada barra representa la media del triplicado + error estandar. ** (p<0.01)
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8. DISCUSION

Al Immunepotent CRP, que contiene EDLD, es un agente que mejora la respuesta
inmunoldgica en pacientes con cancer (Rodriguez-Padilla et al., 2005;Franco-Molina et al.,
2008). En diferentes ensayos clinicos donde se utiliza el EDL como terapia adyuvante se
informa una mejoria de la respuesta clinica al tratamiento, pero hay una falta de
informacion sobre los pardmetros clinicos que se han mejorado en los pacientes (Fujisawa
et al., 1985; Krown et al., 1978 ;Vacek et al. 2005). En este estudio clinico se valord la
respuesta inmunoldgica y clinica al tratamiento con el Immunepotent CRP como adyuvante
de la quimioterapia en pacientes con cancer de mama. En particular, el efecto protector del
Immunepotent CRP en la respuesta inmune como terapia adyuvante durante la

quimioterapia.

Los pacientes que recibieron el Immunepotent CRP como adyuvante de la
quimioterapia tuvieron una respuesta clinica mas favorable. La diferencia principalmente,
se observo en la etapa Il y IV en comparacion con la respuesta clinica del grupo control
(sin Immunepotent CRP). La mediana de supervivencia después de la aparicion de
metastasis es de aproximadamente 20-25 meses (Greenberg et al., 1996), de ahi la
importancia de obtener una respuesta clinica en el menor tiempo posible. Hemos
observado que los pacientes con metastasis que recibieron el Immunepotent CRP fueron
capaces de mejorar la respuesta clinica en meses (6-12 meses) en comparacion con el grupo

que no recibio terapia adyuvante con el Immunepotent CRP que era como se espera en
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aproximadamente 2 a 3 afios (datos no mostrados). Un factor que explicaria la reduccién
del tiempo de respuesta en los pacientes con Immunepotent CRP es la reduccion de los
efectos secundarios por la quimioterapia dando como resultado que reciban varios ciclos de
quimioterapia sin suspender el tratamiento oncol6gico. Sin embargo, se requiere de
estudios clinicos enfocados en la poblacion que mejor reacciond al tratamiento adyuvante
(enfermedad metastasica) con un mayor nimero de pacientes para poder asegurar el efecto

clinico del Immunepotent CRP.

Ademas se observo que el tratamiento con el Immunepotent CRP en combinacion
con quimioterapia resulté en el aumento de la escala de Karnofsky después de varios ciclos
de quimioterapia, los pacientes alcanzaron en la KPS un 90, lo que implica sintomas
menores Y la capacidad de trabajar (Karnofsky et al., 1948) en comparacion con el grupo
control (sin EDLb) que fue de 80 y que permanecieron sin trabajar en la mayoria de los

Casos.

Durante las entrevistas, se observé que los pacientes mejoraron en su estado de
salud general y en el estado de animo, incluso un mes después de la quimioterapia. Por lo
tanto, ayuda a reducir las pérdidas econdémicas, asi como el sufrimiento fisico que

incapacita a los pacientes de cancer.
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La mielosupresion es un efecto secundario comin de la quimioterapia que se
acomparia de linfopenia, neutropenia y trombocitopenia. (Van der Most et al. 2008). En
este trabajo, nuestros resultados muestran un efecto protector del Immunepotent CRP en
linfocitos T CD4 *, linfocitos T CD8 *, los linfocitos B CD19 * y células NK. Las cifras
absolutas de estos linfocitos de los pacientes tratados con el Immunepotent CRP durante la
quimioterapia (Fig. 6-9) fueron siempre sobre los nUmeros absolutos previstos en
comparacion con el grupo de control y segun lo reportado por Mackall (1994) para los
pacientes sometidos a quimioterapia; donde se reporté posterior a la quimioterapia
sistémica una disminucion mayor del 60% en las células T (CD4"), con mas del 90% de
pérdida en las células naive (CD4'CD45RA"), donde los niveles no regresaron a la

normalidad hasta después de 18 meses sin tratamiento (Mackall et al., 1994).

Estudios sobre el efecto de la quimioterapia en la respuesta inmune reportan
principalmente una reduccion selectiva de las células T CD4", con un efecto pronunciado
en las células naive, mientras que los linfocitos T de memoria no se ven tan afectados
(Solomayer et al., 2003). En esté trabajo se encontré Unicamente el efecto protector sobre
este tipo de células (CD4") sin embargo, en estudios posteriores se recomienda evaluar, si
las poblaciones que se protegen durante el tratamiento con Immunepotent son células naive

0 de memoria.
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Nosotros al observar que nuestras poblaciones linfoides eran protegidas de la
linfodeplecion mediante el uso del Immunepotent CRP como adyuvante de la
quimioterapia, decidimos probar si este efecto era debido a una estimulacion indirecta por
citocinas como la IL-3 que estimulan la proliferacion de CFS-GM, basados en estudios
previos realizados por Vacek usando EDL-porcino. Ademés se estudio la IL-7 que se
reporta como una citocina involucrada en la diferenciacion linfoide encontrando que los
niveles de IL-3 e IL-7 fueron mayores en el grupo que recibi6 el Immunepotent CRP como
adyuvante de la quimioterapia que los encontrados en el grupo control; como previamente
habia sido reportado al administrar el EDL-porcino en ratones radiados (Vacek et al.,
2005). Lo que demuestra el posible efecto de proteccion ejercido por el Immunepotent CRP
en los pacientes que reciben quimioterapia citotoxica (Mackall et al., 2007) (Lara et al.,

2010).
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9. CONCLUSIONES

En conclusion, nuestros resultados con la administracion del Immunepotent CRP como
terapia adyuvante de la quimioterapia en pacientes con cancer de mama demuestran que
puede ser usado especialmente para restaurar la respuesta inmunoldgica en pacientes con
inmunosupresion, ademas de mejorar la calidad de vida durante el tratamiento. Por ello
proponemos el uso del Immunepotent CRP como adyuvante para complementar las
quimioterapias convencionales en cancer de mama ya que es Util en mejorar la respuesta

inmunoldgica, la sintomatologia y mejorar el prondstico general del paciente.
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ANEXO |

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo entiendo que la participacion en este estudio es voluntaria. Yo se que soy libre de
retirarme en cualquier momento. La decision de no participar o de retirarme no afectara el
tratamiento posterior, 0 su atencion medica en esta institucién. También entiendo que el
investigador a cargo de este estudio puede decidir en cualquier momento que yo no
participe en el estudio.

Por firmar esta forma de consentimiento informado, acepto la valoracién durante el estudio
de mi estatus clinico cediendo las imagenes a esta institucion (realizadas previamente y
durante el estudio). Ademas acepto la valoracion inmunoldgica mediante el perfil de
linfocitos y permito la medicién de citocinas en el suero.

No tengo ningun interés econémico al formar parte del estudio, comprendiendo que no
recibiré dinero por parte de la institucién al ingresar al estudio.

Firmo este consentimiento sin haber estado sujeto (a) a ningun tipo de presion para
hacerlo:

Nombre y Firma del participante

Dra. Liliana Ixtepan Testigo 1
(Encargado de explicar el estudio) (Familiar del participante)

Fecha:
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Abstract. Dialyzable leukocyte extract (DLE) is one of the
immunological agents used as an adjuvant in cancer therapy;
it has been associated with improved quality of life during
cancer chemotherapy. Based on these previous findings and
on the observed clinical benefits attributed to DLE in other
types of cancer, we investigated its clinical and immuno-
logical effects as a therapy adjuvant on breast cancer patients
who received only chemotherapy, as compared to patients
administered bovine DLE (bDLE) as an adjuvant. This
study included 43 breast cancer patients who were about to
begin chemotherapy. This group was divided as follows: 25
received chemotherapy and bDLE as an adjuvant therapy,
and 18 received only chemotherapy without the adjuvant. All
patient clinical and immunological responses were monitored.
Among patients in the group that received bDLE as adjuvant,
60% showed a complete response, 32% showed a partial
response and 8% did not respond. By contrast, in the group
without the adjuvant, 39% showed a complete response, 50%
displayed a partial response and 11% were non-responders. In
addition, bDLE treatment in combination with chemotherapy
resulted in the enhancement of the Karnofsky performance
scale during chemotherapy. Even though patients underwent
several cycles of chemotherapy without bDLE, the lympho-
cyte population dropped to below the reference value. On the
other hand, in patients with bDLE as adjuvant, the CD4* and
CD8* lymphocytes and the B lymphocytes were maintained
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within the median range of the reference value. The number
of natural killer cells also increased after chemotherapy
treatment with bDLE as an adjuvant. In conclusion, bDLE
treatment contributes to significant immunological recovery in
patients that have undergone heavy chemotherapy, increasing
the clinical response and quality of life during chemotherapy.

Introduction

Breast cancer is the most common malignancy and the prin-
cipal cause of cancer-related death among women globally
(1). Statistics show that each year there are over 1.1 million
women newly diagnosed with breast cancer worldwide. Each
year 410,000 women die from the disease (2). The total cost of
illness for breast cancer has been estimated at $3.8 billion, of
which $1.8 billion represents medical care due to side effects
during treatment. Among women who received chemotherapy
this equated to more than $1,200 in additional health care
expenditures related to chemotherapy and more than $17,000
in additional costs for ambulatory care as compared to women
who did not receive chemotherapy (3).

Today, it is well known that anticancer treatment by
surgery, radiotherapy or chemotherapy has improved the
prognosis of the disease and has increased survival. In breast
cancer, antineoplastic chemotherapy has improved the overall
clinical response. The administration of taxane has increased
the response rate from 50 to 68%; with the combination of
epirubicin and paclitaxel the overall response rate is 66% (4).

However, various side effects have been associated with
chemotherapy and radiotherapy. These side effects, not only
affect the tumor, but also target bone marrow activity and
divide lymphocytes causing lymphocytopenia (5) which
may induce subsequent clinical immunodeficiency (6).
Chemotherapeutic drugs produce T-cell depletion, which is
more severe in CD4* than in CD8* T lymphocytes, a decrease
in the dendritic cell function and an alteration in the production
of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines.

Antineoplastic chemotherapy also induces side effects
such as fatigue (7,8), skeletal muscle wasting and atrophy (9),
as well as elevated levels of tumor necrosis factor, inactivity
and weight loss. In 1948, Karnofsky developed a performance
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status scale as a multi-measure assessment of the quality of
life for cancer patients during medical treatment (10,11). Such
investigations revealed that chemotherapy, not only generates
medical benefits during the disease, but unfortunately also
worsens the quality of life during treatment (12-15).

An improved immune response helps to prevent chemo-
therapy-induced side effects. An immunotherapy agent
increases the populations of T-cells, dendritic and natural
killer (NK) cells that are the most potent effectors in the host
antitumor response. Immunotherapy agents are an alternative
therapy used to boost antitumor immunity and to improve the
clinical response to cancer chemotherapeutic treatment.

An immunological agent that has been considered in the
context of cancer immunotherapy is the dialyzable leuko-
cyte extract (DLE) or transfer factor, which has no reported
side effects or toxicity. DLE was first described in 1955 by
Lawrence and Borkowsky (16). In 1970, Kirkpatrick found
that antigen-specific DLE therapy results in the induction
of cell-mediated immunity and successful response to the
corresponding antigen (17). Currently, DLE is defined as a
dialyzed heterogeneous mixture of low molecular weight
(<10 kDa) substances released from disintegrated blood
or tissue leukocytes. DLE is believed to transfer the ability
to express delayed-type hypersensitivity and cell-mediated
immunity from an immune donor to a non-immune recipient
(18). DLE has been used as a therapeutic agent in the treatment
of autoimmune diseases (19), bacterial diseases (20), asthma
and allergies (19) (Luna-Baca GA, Linares M, Santacruz-
Valdes C, et al: Immunological study of patients with herpetic
stromal keratitis treated with dialyzable leukocyte extracts.
13th International Congress of Immunology, 2007). Such
treatment has consistently led to improved prognosis.

Therefore, DLE represents an attractive alternative to
complement chemotherapy, which can be used to enhance
the immune system after disturbances resulting from the side
effects of chemotherapy. DLE in vitro is effective in improving
cellular immunity (18) and in regulating the production of
different cytokines involved in tumor progression (21-25).

In breast cancer cell line assays, bovine DLE (bDLE)
induced cytotoxic effects despite suppressing the expression of
p53 mRNA, bab-1, c-myc, bax, bcl-2 and bad mRNA (26,27).
In clinical trials, patients with advanced breast cancer were
treated with pooled dialyzable transfer factor from healthy
adult donors (non-specific) without chemotherapy or radio-
therapy, after which the disease progressed (21,28). In other
reports, the administration of DLE directly to the tumor was
found to reduce tumor size and increase CD2+, CD4+, CD8&+
and NK cell counts in rats with glioblastoma multiforme (29).
DLE as an adjuvant of chemotherapy has been associated with
tumor regression and temporary stabilization in several types
of cancer (30), such as breast cancer, nasopharyngeal carci-
noma (31), metastatic renal carcinoma (32), prostate cancer
(33) and others (34).

Previously, we reported the use of bDLE as an adjuvant
therapy to complement bevacizumab (Avastin), cetuximab
(Erbitux), cytokines and cisplatin in transarterial chemoem-
bolization (TACE). bDLE was shown to reduce tumor size in
a lung cancer (stage III) patient and led to complete remis-
sion in 3 patients with primary pancreatic cancer (moderately
differentiated). Furthermore, cellular immunity parameters

were maintained within reference ranges after chemotherapy
(Rodriguez-Padilla C, Garcia de la Fuente A, Diaz R, et al:
Intra-arterial chemo-inmuno target therapy plus conformal
XRT in brain tumors. 16th International Congress on Anti-
Cancer Treatment Paris, France, 2005) (Rodriguez-Padilla
C, Ixtepan L, Garcia de la Fuente A, et al: Transarterial
chemoembolization (TACE) with bevacizumab (avastin),
cetuximab (erbitux) and immunomodulators and image-
guided radiation therapy (IGRT) in patients with lung cancer.
19th International Congress on Anti-Cancer Treatment
Paris, France, 2008). The quality of life, as measured by the
Karnofsky performance scale, increased.

Based on our previous experience with bDLE, the main
objective of the present study was to assess the clinical and
immune responses with regard to quality of life in breast
cancer patients who were undergoing standard chemotherapy
and who also received adjuvant therapy (bDLE).

Patients and methods

Patients. A total of 43 women with confirmed histological
diagnoses of breast cancer were included in the study.
Female patients over 18 years of age were seronegative for
human immunodeficiency virus, human T-cell leukemia
virus type 1, hepatitis B and hepatitis C. Patients who were
randomly selected for the treatment group had a Karnofsky
performance status of =60%. None of the patients received
cell proliferation stimulants during chemotherapy [Neupogen
or granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF)], drugs to
stimulate appetite or corticosteroids. The Institutional Review
Board and Ethics Committee of the Universidad Autonoma de
Nuevo Leon, Mexico approved the trial, and all patients gave
their written informed consent.

The chemotherapy commonly employed for local disease
includes doxorubicin and cyclophosphamide (AC), AC
followed by paclitaxel, cyclophosphamide, doxorubicin and
fluorouracil (FAC), cyclophosphamide, methotrexate, fluorou-
racil (CMF), docetaxel, doxorubicin and cyclophosphamide
(TAC). For metastatic disease the regimens may also include
epirubicin, Navelvine, Aromasin or Xeloda.

Adjuvant therapy. The bDLE used in our study as an adjuvant
therapy in patients who received chemotherapy was produced
by the Laboratory of Immunology and Virology at the
Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Mexico, following a
modified protocol described by Lawrence and Borkowsky (16).
bDLE is a mixture of low molecular weight molecules acquired
from the dialyzation of disintegrated bovine spleens. The bDLE
was lyophilized, tested for endogenous pyrogens using the
Limulus amoebocyte lysate assay (MP Biomedicals Inc.) and
determined to be free of bacterial contamination by culturing
in different media as well as by in vivo mouse inoculations.

Study assessment. The design of the study included 43 breast
cancer patients divided as follows: 25 breast cancer patients
monitored for clinical and immunological responses during
chemotherapy treatment with bDLE as adjuvant therapy
and a control group that included 18 breast cancer patients
receiving chemotherapy without bDLE as adjuvant. The
administration of bDLE lasted 9 months, starting with 1-week
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Figure 1. Timeline of the study design.

administration of bDLE alone prior to chemotherapy, with
continued administration during the chemotherapy cycle
(3-6 months) up to 1 month after the completion of chemo-
therapy. The dose administered to each patient was defined
according to the patient's immunologic status. For the first
15 days, the daily administration of bDLE was as follows: i)
1-3% of B lymphocytes, 5 oral units; ii) 4-6% of B lympho-
cytes, 4 units (2 oral/2 i.m.); iii) >6% of B lymphocytes, 1
unit alternating oral and i.m. daily. All patients began the
bDLE treatment before chemotherapy and continued with the
daily treatment during all chemotherapy cycles and several
months after the completion of the chemotherapy. If patients
achieved a complete remission before 3 months with bDLE
and chemotherapy, treatment was limited to bDLE until the
follow-up appointment, at which point patients were evaluated
immunologically based on their lymphocyte profiles.

Evaluation of the immunologic response. The immunologic
parameters of the patients were monitored during chemo-
therapy in both groups. In addition, in the group that received
bDLE as adjuvant the cellular immune response before
receiving bDLE was evaluated also 1 month after finishing
chemotherapy (description of the protocol design in Fig. 1).
Monitoring involved obtaining complete and differential
blood counts, as well as flow cytometric analysis of peripheral
mononuclear cells. Flow cytometry was used to count NK
cells, B lymphocytes and T lymphocytes. Flow cytometry
was performed on a Beckman Coulter Altra No. AE47042.
Data were obtained and analyzed using Software Expo 32
version 1.2.

bDLE stimulates an immune response mediated by cyto-
kines that indirectly stimulate the proliferation of hematopoietic
progenitor cells in bone marrow, as reported used pig-DLE in
rats after radiotherapy (18). We evaluated several concentra-
tions of IL-3 and IL-7 in serum with and without bDLE as an
adjuvant during chemotherapy using an ELISA assay according
to the protocol by Peprotech Company.

Evaluation of the clinical response. A total of 43 patients were
evaluated for the clinical response to cancer chemotherapy
treatment with or without bDLE as adjuvant, as determined
by standard radiographic studies or PET-CT scan imaging.
Clinical tumor response was compared to the control group
(without bDLE) according to the International Union Against
Cancer Criteria. A complete response (CR) was defined as the

Table 1. Patient characteristics.
Characteristics With bDLE (%) Without bDLE (%)
Total patients, 43 25 (60) 18 (40)
Pathological stage
I 2 (8) 2 (11)
1I 13 (52) 5 (28)
111 4 (16) 5 (28)
v 6 (24) 6 (33)
Total 25 (100) 18 (100)
Tumor markers
RE 13 (52) 10 (56)
RP 8 (32) 7 (39)
Her2 7 (28) 6 (33)
Total 25 (100) 18 (100)
Performance status
0 1 @ 2 (12)
1 24 (96) 16 (88)
Clinical treatment
Surgery 13 (52) 18 (100)
Chemotherapy 25 (100) 18 (100)
Radiotherapy 1 @ 7 (39)
Hormonal 8 (32) 8 (44)

disappearance of all clinical evidence of disease. A partial
response (PR) was defined as a =50% decrease in the sum
of the products of perpendicular diameters of all measurable
lesions for at least 1 month with no increase in any lesion
and no appearance of new lesions. Patients with mixed or
minor responses or progressive disease were considered non-
responders (NR) (38).

Quality of life. Quality of life was measured in the group with
and without bDLE using the Karnofsky performance scores
before treatment with bDLE and after 1 month following the end
of the chemotherapy regimen.

Statistical analysis. A t-test was used to compare lymphocyte
cell populations, Karnofsky performance scores and weight
obtained before and after bDLE treatment. Statistical signifi-
cance was established as P<0.05. Individual values given in
the figures represent the mean of 25 patients + SEM (for those
who received adjuvant therapy) or 18 patients + SEM (for
those who did not receive adjuvant therapy).

Results

Patient characteristics. To establish a general screening
assessment of the effect of bDLE as an adjuvant during
chemotherapy, 25 patients with a diagnosis of breast cancer
were selected randomly. The study also included 18 breast
cancer patients who did not receive adjuvant treatment with
bDLE during chemotherapy. In both groups, the patients who
had disseminated metastasis were affected in a median of
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Table II. Effect of bDLE treatment on the cellular immune response.
Treatment Leukocytes CD4+ CD8* CD19* CD56°16*
Before bDLE 5,928+339 713+50 458+46 123+17 15727
After bDLE 5,554+374 877+95 475+102 314+69 271448
P-value 0.05 0.05 0.05 <0.05 <0.05
Table III. Clinical responses to treatment.
Stage Treatment Complete response (%) Partial response (%) No response (%) Overall response for stage (%)
I With bDLE 2 (100) 0 100
Without bDLE 2 (100) 0
I With bDLE 9 (70) 4 (30) 0 72
Without bDLE 4 (80) 1 (20) 0
111 With bDLE 2 (50) 2 (50) 0 33
Without bDLE 1 (20) 3 (60) 1 (20)
v With bDLE 2 (33) 2 (33) 2 (33) 17
Without bDLE 0 5(83) 1(17)
A T (CD4+ ) Lymphocytes B T (CDB8+) Lymphocytes positive for tumor markers. According to Karnofsky perfor-
_ mance scale classification, 0 patients were able to work and
"E fg_ 1 patient was not. All patients received a tailored oncology
i 3 treatment scheme depending on disease stage (Table I).
g % Immunologic response. The median total white blood cell
5 ______ IRENE - count before chemotherapy was 5,928+339/mm?. During
§ ‘ .—? chemotherapy, this measure was slightly reduced in the group
that received bDLE as adjuvant to 5,554+374/mm? and in the
control group to 4,779+435/mm?. The percentages of monocytes,
D basophils, eosinophils and neutrophils were always reported
B (CD197) Lymphacyles N (CEsEET) cete to be in the reference range values for our laboratory, even
e . during chemotherapy treatment.
E E: No myelosuppression in lymphoid populations was
& i observed in patients receiving the bDLE treatment, while in
g g patients undergoing chemotherapy without bDLE the absolute
3 . 3. numbers of CD4*, CD8* and B lymphocytes were reduced
é : 3 compared to the reference range values as shown in Fig. 2.
2 B . L . .
< @ £ Interestingly, a significant increase in the numbers of NK
' cells (P<0.05) and B lymphocytes (P<0.05) was observed
P LSS Duwing chemotherapy wihcul BOLE 1 mpgth after the complepon of chemotherapy in patle.nts
1 During chemolherapy with bDLE BN After chemotherapy with bDLE receiving bDLE as an adjuvant (Table II). The proportion

Minimum reference value
for a standard population

Median of reference range values
for a standard population

Figure 2. Effect of bDLE treatment on the cellular immune response.
Percentage of T (CD4*) lymphocytes, T (CD8*) lymphocytes, B (CD19*)
lymphocytes and NK (CD56716%) cells: reference values (without chemo-
therapy) during bDLE and chemotherapy and after chemotherapy.

three organs/tissues, principal bones, liver and lung. Among
patients who received bDLE during chemotherapy, 84% were
positive for tumor markers. In the control group, 88% were

of lymphocytes was maintained at reference values during
treatment with bDLE as adjuvant. Levels in the control group
were below reference values as reported by Mackall et al for
patients undergoing chemotherapy (5).

In addition, IL-3 levels were reduced by 80% in the group
that received chemotherapy without bDLE. In the group
with bDLE as adjuvant during chemotherapy we observed
that levels were reduced by only 34%. However, IL-7 levels
were increased in the group that received bDLE as adjuvant
(11%) prior to chemotherapy in combination with bDLE. This
measure was reduced by 30% in the control group during
chemotherapy as compared to before chemotherapy (Fig. 3).
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Figure 3. Concentration of cytokines in the serum of breast cancer patients
with and without bDLE as an adjuvant to chemotherapy. (A) Levels of IL-3
with and without bDLE during chemotherapy. (B) Levels of IL-7 in patients
with and without bDLE during chemotherapy.

Clinical response. Clinical response was evaluated using
standard radiographic studies or PET-CT scan imaging.

In the group with bDLE as adjuvant therapy, 15 (60%)
patients experienced a CR to treatment, 8 (32%) experienced a
PR and 2 (8%) were NRs (Table IIT). Among stage I patients in
this group, 2 (100%) patients experienced a complete response
(CR); among stage II patients, 9 (70%) experienced a CR
and 4 (30%) patients experienced a PR; for stage III patients,
2 (50%) experienced a CR and 2 (50%) patients experienced
a PR; among stage IV patients, 2 (33%) experienced a CR,
2 (33%) experienced a PR and 2 (33%) patients experienced
NR.

In the control group (without adjuvant treatment with
bDLE during chemotherapy), 7 (39%) patients experienced
a CR to treatment (chemotherapy or radiotherapy), 9 (50%)
experienced a PR and 2 (11%) were NRs (Table IITI). Among
stage I patients in the control group, 2 (100%) patients expe-
rienced a CR; for stage II, 4 (80%) patients experienced a
CR and 1 (20%) patient experienced a PR; among stage III
patients, 1 (20%) experienced a CR, 3 (60%) experienced a PR
and 1 (20%) patient exhibited NR; among stage IV patients,
none experienced a CR, 5 (83%) patients experienced a PR
(17%) and 1 patient experienced NR.

PET-CT imaging. We used PET-CT to evaluate both groups
and observed that in the group with bDLE as adjuvant the
regression of metastatic lesions in diverse anatomic locations
was obtained in less time than in the control group (without
bDLE). As shown in Fig. 4A, patients with metastatic breast
cancer without adjuvant therapy had persistent thyroid lesions

4 months

Figure 4. Clinical effect of bDLE as visible in PET images. In the control
group, we observed no response (A) of thyroid lesions after chemotherapy
without bDLE. (B) Partial regression of retroperitoneal retrohepatic metas-
tases after chemotherapy and bDLE treatment. Pre-, pre-treatment.

40

Karnofsky performance scale
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I Without bDLE [ Before bDLE After bDLE

Figure 5. Karnofsky performance scale by stage without bDLE during che-
motherapy and with bDLE treatment before and during chemotherapy.

and a new lesion around the aorta (2 cm) after 2 years of
chemotherapy. In another case (Fig. 4B), retroperitoneal retro-
hepatic metastases exhibited a PR, with the same metabolic
activity (6 SUV) after only 4 months of receiving bDLE treat-
ment and 5 cycles of chemotherapy.

Quality of life. Quality of life was measured using the
Karnofsky performance scores. In the patients who received
bDLE adjuvant therapy during chemotherapy, average
Karnofsky scores increased from 70 to 90, which reflected
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an overall clinical improvement in the health status of the
patients (Fig. 5). Of the patients who received chemotherapy
treatment without bDLE adjuvant therapy, the average final
score was 80.

Toxicity. The administration of bDLE therapy was safe and well
tolerated. None of the patients died during the reported period.

Discussion

DLE, commonly known as transfer factor, is an immu-
notherapy agent that has been reported to improve the
immunological response in cancer patients (Rodriguez-Padilla
C, Garcia de la Fuente A, Diaz R, et al: Intra-arterial chemo
inmuno target therapy plus conformal XRT in brain tumors.
16th International Congress on Anti-Cancer Treatment Paris,
France, 2005) (36). Various reports have used different clin-
ical assays to investigate DLE as an adjuvant therapy. These
studies have consistently reported improvement in the clinical
response to treatment, but there is a lack of information about
the clinical parameters that are improved in those patients
(37-39). In this clinical study, we randomly sampled breast
cancer patients to explore the immunological and clinical
response to bDLE treatment as an adjuvant to chemotherapy.
In particular, we focused on the clinical effects of bDLE as an
adjuvant therapy during chemotherapy.

Myelosuppression is a common side effect of chemo-
therapy that is accompanied by lymphopenia, neutropenia
and thrombocytopenia. (6). In this study, our results showed
a protective effect of bDLE on CD4+ T lymphocytes, CD8*
T lymphocytes, CD19* B lymphocytes and NK cells (Fig. 2).
The absolute numbers of these lymphocytes in the bDLE-
treated patients during chemotherapy (Fig. 2) were always
higher than expected as compared to our control group and
as reported by Mackall er al for patients undergoing chemo-
therapy (5). In addition, we observed that the levels of IL-3
and IL-7 were higher in the group that received bDLE as an
adjuvant during chemotherapy as compared to the control
group.

These factors likely underline the immunological protec-
tion afforded by bDLE during chemotherapy as reported by
Vacek et al (18) using pig-DLE.

The administration of bDLE in this study resulted in an
increased clinical response. The difference was principally
observed in stage III and IV patients. The median survival
reported after the appearance of metastases is approximately
20-25 months, hence the importance of obtaining a clinical
response as rapidly as possible. We observed that those meta-
static patients receiving bDLE exhibited improved clinical
responses in 6-12 months, as compared to the group that did
not receive adjuvant therapy with bDLE. In the latter group,
the clinical response was as expected at approximately 2-3
years (data not shown).

Therefore, in future studies with bDLE as adjuvant chemo-
therapy, it will be necessary to focus specifically on the group
that improved (patients with metastatic disease). To further
verify enhancement due to bDLE treatment, we recommend a
study with a larger population.

bDLE treatment in combination with chemotherapy
resulted in an increase in the Karnofsky performance scores

after several chemotherapy cycles; patients reached a 90 on
the Karnofsky performance scores, which implies minor
symptoms and the ability to work (10). By contrast, the
average score for the control group (without bDLE) was 80.
During the interviews, we observed that patients improved
in their general health and state of mind even 1 month after
chemotherapy. Therefore, adjuvant therapy with bDLE
reduces economic losses as well as the physical incapacitation
suffered by cancer patients.

In conclusion, our results pertaining to the administra-
tion of bDLE as an adjuvant therapy during breast cancer
chemotherapy can be used for clinical decision-making and
for improving the quality of life during treatment. We propose
the use of bDLE as an adjuvant to complement conventional
chemotherapies in cancer. bDLE would be particularly useful
to improve immunological response, symptomatology and
general patient prognosis.
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