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Resumen

A SOBREACTIVACION DEL EGFR

puede inducir la transformacion de una cé-

lula normal a maligna. La deprivacion de su

ligando puede resultar en una eficiente in-
terrupcion de la transduccion y senalizacion que re-
percutan en el curso de las malignidades dependien-
tes de este receptor, tumores como los de prostata y

mama, son clasificados de acuerdo con la respuesta
Abstract ;
itior

The EGER over expression may induce the mali 1 process al bqulleo hormonal I'CSPGCtiVO. La inmlandepI‘iva-

[
o

Nz

qfum'/;m/ cells. Its JL'/v;'z'H/tm/z 'fo/lu /zi\n{/u/ EGF can result in the cién activa del EGF es un concepto emergente, en el
uﬁ[cu‘uf ‘/1;\/'1//#10/1 qﬁ/u‘ ngm(/z:dfzmz and transduction which are que se pOStula manipular la respuesta inmune del in-
dependent from this receptor. Tumor such as breast and prostate dividuo, para que dispare sus propios efectores con-
ancer are classified according their response to the specific hor- tra el factor de crecimiento tumoral. CIMAvax EGF
mone /.)/m'/\mfd, in this context, the active immune deprivation of es el resultado de un proceso que a grandes rasgos,
the EGF is an emergent concept ;mxn//dt//zg the /)M/z/pu/dfm/z of Comprende desde la seleccidn de la localizacidn dia-
the immune response of the patient, triggering their own antibod-

na hasta la comprension del mecanismo de accion.
Esta vacuna terapéutica ha sido delineada en estudios

ies against this tumor growth factor. The CIMAvax EGF thera-
isthe? . ey - )
preclinicos y clinicos que la optimizaron en carrier y

1 1
puzz/\/; vaccine is the result a Jui'u/oplw‘oruxx witch include from the
selection of the ta clarifyi
1 aint
|

€ L
rget localization of the tumor until the clarifying iy _
. < S v J7e adyuvante. La presente revision se propone resenar el
of its mechanism of action. The vaccine has been delineated in the . .
e NS P transito, desde las ideas y los conceptos que sustentan
preclinical and clinical setting and was optimized in inmunomod-

ulator and adjuvant. This review is devoted with the proposal of a la vacuna, hasta las evidencias que soportan su re-

urid ¢
/zzi;/z/zg/zf the transit from the ideas to the clinical evidences sup- gIStrO sanitario para ,13 indicacion er} pac1en,tes adul-
}w‘fmg the wzihm' license g/mzm/ [{\' the Cuban /\’kgzz/um:\' tos, po_rtadores de cdncer del Plﬂmor.l de células no
Q[ﬂfc,jm‘ the use qf CIMAvax EGF in adult patients with Non pequenas en estadios IHb/IvY constituyen a su vez,
Small Cell Lung Cancer in advance stages (IIIB/IV). la prueba de los propios conceptos enunciados.
Key words: Non- Small Cell Lung Cancer, cancer vaccines, EGE Palabras Clave: Cancer del pulmén, NSCLC, vacunas, EGE
Correspondencia:

Dr. Pedro Camilo Rodriguez Rodriguez

Centro de Inmunologia Molecular

P.O. Box 16040, La Habana 11600, Cuba.

Tel. 537-271-7933 - Fax: 537-272-0644 - e-Mail: camilo@cim.sld.cu




Actualizacién en el Desarrollo de una Vacuna Terapéutica Basada en el EGF

Introduccion
El receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) pertenece a una familia de cuatro receptores
que poseen actividad enzimdtica mediada por tirosi-
nas quinasas (TKR), su sobre activacién puede indu-
cir la transformacion de una célula normal en maligna,
proveyendo senales para la proliferacion celular, el blo-
queo delaapoptosis, la angiogénesis yla metdstasis. La
deprivacion del ligando, el bloqueo directo del recep-
tor conanticuerpos monoclonales (mAbs) especificos
o conmoléculas de bajo peso molecular que compiten
intracelularmente con el ATP por el sitio con actividad
tirosina quinasa del receptor, resultan en una eficiente
interrupcion de la transduccion y senalizacion que re-
percuten en el curso de la enfermedad (1,2).

Tumores de gran incidencia como los de prostata y
mama, son clasificados de acuerdo con la respuesta al
bloqueo hormonal respectivo (3). La inmunodepri-
vacion activa del EGF es un concepto emergente en el
que se postula manipular la respuesta inmune del in-
dividuo, para que dispare sus propios efectores contra
el este factor de crecimiento tumoral (4). El concepto
tiene su origen en las primeras evidencias acerca del
valor prondstico de la expresion del EGFR en el can-
cerdemama humano ($) yla posterior demostracién
de su sobre expresion asociada a una gran variedad de
tumores de origen epitelial (6,7,8). La presente revi-
sion se propone realizar una actualizacion acerca del
estado de desarrollo actual de una vacuna terapéutica
basada en el EGF para el cincer del pulmon de células
no pequenas desarrollada en Cuba. Esta preparacion
vacunal denominada CIMAvax EGF estd compuesta
por el EGF humano recombinante, la proteina p64k
de Neisseria menigitidis como inmunopotenciador
y el Montanide ISA 51 VG como adyuvante oleoso
(EGF/p64k/ Montanide ISA 51 VG) (9, 10).

Con la vacuna terapéutica CIMAVax EGF se han
desarrollado cinco ensayos clinicos fase I/II'y dos
ensayos clinicos fase Il y estd en curso un ensayo
clinico fase III. Dadas las evidencias acumuladas en
mds de 14 anos de trabajo, acerca del perfil de segu-

ridad y el beneficio clinico en supervivencia y cali-

dad de vida, la autoridad reguladora de la calidad

de los medicamentos cubana (CECMED), le ha
otorgado la licencia sanitaria para su indicacion en
pacientes adultos, portadores de cancer del pulmon
de células no pequenas en estadios I1IB/IV.

Desarrollo
ELEGF como blanco de la inmunoterapia activa.
El receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) también denominado ErbB1 o HER1, per-
tenece a una familia de cuatro receptores que poseen
actividad enzimadtica mediada por tirosinas quinasas
(TKR). La sobre activacién del EGFR puede inducir
la transformacion de una célula normal en maligna,
al estar implicado el receptor en practicamente todas
las capacidades funcionales que distinguen a todas
las malignidades. Las primeras evidencias acerca
del valor prondstico de la expresion del EGFR en el
cincer de mama humano (S) y la posterior demos-
tracion de su sobreexpresion asociada a una gran va-
riedad de tumores de origen epitelial, como los del
pulmén, colon, estomago y préstata (6,7, 8).

Existe la posibilidad efectiva de impedir la cascada de
senalizaciones del receptor del EGF y asi contribuir a
lareduccion delaprogresion tumoral dependiente de
este factor de crecimiento, las dos vias mds conocidas
son el bloqueo directo del receptor con anticuerpos
monoclonales (mAbs) especificos o la interrupcién
con moléculas de bajo peso molecular que compiten
intracelularmente con el ATP porelsitio conactividad
tirosina quinasa del receptor. Esta vacuna terapéutica
CIMAvax EGF apuesta a una variante novedosa que
es privar al receptor de su ligando mds importante.
Con este objetivo se administra a los pacientes por
via intramuscular, el EGF humano recombinante en
un contexto que lo torna inmunogénico. Con este
proposito se introduce en la formulacion vacunal la
proteina p64k de la Neisseria menigitidis como in-
munopotenciador y el Montanide ISA 51 VG como
adyuvante oleoso (EGF/ p64k/ Montanide ISA 51
VG), de esta forma el paciente dispara activamente
sus propios anticuerpos contra el EGF e impide su
unién al receptor (9,10). La inmunodeprivacién ac-
tiva del ligando repercute en la detencion del ciclo
celular en la fase G1 y en la induccién de apoptosis,
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asi como en la inhibicion de la angiogénesis, de la in-
vasion celular y de las metdstasis (1,2).

Las ideas originales que fueron tomadas para sustentar
estamodalidad terapéutica provienen delamanipulacion
del entorno hormonal de tumores comolos de prostatay
mama, los que se clasifican y tratan en dependencia de la
respuesta al bloqueo hormonal respectivo (3,4).

La evaluacion de los posibles componentes de la pre-
paracion vacunal se inici6 a partir de 1992, cuando se
comenzaron los primeros estudios clinicos encamina-
dosaprobar el concepto deinmunodeprivacion activa
del EGE lo que en el plano de desarrollo del producto
se tradujo en la seleccion del inmunopotenciador 6p-
timo y del adyuvante més apropiado (9, 10).

La factibilidad de inducir una respuesta inmune
contra el EGF aut6logo en el escenario clinico, en
pacientes con diferentes contextos de tumores avan-
zados, fue el colofon de esta primera etapa del desa-
rrollo de la vacuna terapéutica CIMAvax EGE En el
primer ensayo clinico fase I/ Il realizado se demostro
que el factor de crecimiento tumoral EGF puede ser
un blanco efectivo de lainmunoterapia y se observa-
ron como principales eventos adversos asociados a
esta modalidad terapéutica, el eritema local y el do-
lor en el sitio de la administraciéon (11).

Seleccion de la localizacion diana.
La incidencia y la mortalidad de cancer del pulmén
en Cuba sonaltas, por lo que su prevencion, diagnos-
tico y tratamiento, constituyen una prioridad del sis-
tema de salud publica. Por otra parte, es bien cono-
cido que durante el desarrollo y la progresion de las
neoplasias del pulmon, el EGFR es sobreexpresado
por los tejidos en proporciones que se comportan
de la siguiente forma: el 62% de todos los tumores, el
89% de los tumores escamosos, el 41% de los adeno-
carcinomas y el 80% de los tumores broncoalveola-
res. Adicionalmente La magnitud de la expresion del
receptor se reporta como un factor predictivo de la
respuesta de la enfermedad las terapias bioldgicas (2,
12, 13). Con estas consideraciones previas fue que
se selecciono esta localizacion tumoral, como diana

inicial de la inmunizacién con CIMAvax EGF, para
evaluar diferentes estrategias inmuno-farmacologi-
cas de modular la respuesta inmune a la vacuna.

Los dos ensayos clinicos fase I/1I realizados en pa-
cientes portadores de NSCLC en estadios avanzados
(IIb/1V), mostraron la divisién de estos pacientes
en dos subpoblaciones; aquellos con pobre respues-
ta de anticuerpos contra el EGF (Poor Antibodies
responders- PAR) y aquellos cuya respuesta de anti-
cuerpos (Acs) contra el EGF alcanzaba titulos igua-
les o superiores a 1:4000y/o multiplicaban al menos
4 veces (4x) los valores de preinmunizacién, por lo
que fueron clasificados como buenos respondedo-
res (Good Antibodies responders- GAR), asocidn-
dose las mayores supervivencias totales a este ultimo
grupo GAR, con una mediana de 9.1 meses (media
de 12.41 meses), comparados con una mediana de
4.5 meses (media de 547 meses) en los pacientes
considerados PAR. Adicionalmente ambos estudios
evidenciaron que los pacientes, cuya respuesta de
anticuerpos (Acs) contra el EGF dur¢ 60 dfas o mis,
presentaron mayor supervivencia que los pacien-
tes cuya respuesta no alcanzé mas de 60 dias (14).
En este estudio se reportaron casos con remisiones
completas a los 12 meses de tratamiento. (Figura 1)

La prueba de concepto del impacto de la inmunode-
privacion activa del EGF sobre la evolucion de la en-
fermedad y la sobrevida de los pacientes con NSCLC,
la aport6 un cuarto ensayo clinico fase I/11 realizado
en 43 pacientes portadores de NSCLC en estadios
IIbyIV (22), en el que se evidencié que la sobrevida
lograda por la vacuna en los pacientes tratados (media
de 9.83 meses y mediana de 8 meses) superd significa-
tivamente (p < 0.05) al control histérico (media de 6.2
mesesymediana de 4.1 meses), alavez que correlacio-
né positivamente con los titulos considerados GAR (>
1/ 4000) y $€asocio con las menores concentraciones

de EGF (<168 pg/mL) en sangre (Cuadro 1).

Manipulacion de variables
inmunofarmacoldgicas en el escenario preclinico
Una vez probado el concepto del impacto en la sobre-

vida de los pacientes de la inmunodeprivacion activa
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Figura 1 =

Rayos X de torax de un paciente con NSCLC estadio [V. (A) Antes de la inmunizacién con CIMAvax EGE (B) Luego de 12 meses de
tratamiento con la vacuna terapéutica. Gonzélez G. et al. Annals of Oncology 14: 461-466,2003

Cuadro 1 =

Efecto de la inmunizacion sobre las concentraciones de EGE Ensayo clinico
fase I/Il en pacientes con diagnéstico histoldgico o citoldgico de CPCNP en
estadio I[IIBS IV que completaron la primera linea de oncoterapia especiﬁca
y fueron aleatorizados para recibir dos formulaciones de la vacuna EGE
Crombet T. etal. Cancer Biology & Therapy 2006 5:2, 145-149

Dosis de EGF en cada formulacién

Dosis simple Dosis doble Todos los
(71 ugEGF) (142 uygEGF) Pacientes

n=10 n=10 n=20
Pacientes con
<168 pg/mLde 3 (30%) 7 (70%) 10 (50%)
EGF en suero (%)
Minima
Concentracion 222.86 254.80 238.83
Alcanzada

del EGF yla seguridad de la manipulacion terapéutica,
con la experiencia y los datos obtenidos en el desarro-
llo previo de cuatro ensayos clinicos fase I /11, se consi-
der6 refinar los esquemas terapéuticos utilizados en la
clinica en el escenario preclinico, con vistas a reducir el
ntimero de pacientes considerados PAR (<1/4000).

La comprension de la inmunofarmacologia de las
vacunas del cincer es aun un proceso incipiente (23,
24-29). Variables como la dosis 6ptima, el esquema
de administracion, la ruta de administracion y el inter-
valo entre las dosis que inician e inducen la respuesta
y las dosis que refuerzan o sostienen la respuesta, de-
ben ser testadas en el escenario preclinico y retadas
en el desarrollo clfnico (23, 30-32). Este proceso es
mas complejo cuando se pretende refinar el esquema
terapéutico de una vacuna basada en una molécula
propia circulante, para inducir una respuesta de anti-
cuerpos que la supriman o depriven de la misma a su
receptor. En este caso las evidencias previas tanto teo-
ricas como experimentales, han sido interpretadas en
el sentido de concebir a la respuesta inmune con una
vision geografica, donde aproximar el antigeno a la
mayor cantidad de nédulos linfiticos posible puede
serun camino para implementar unarespuesta inmu-
ne més robusta y duradera (33-38).
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Utilizando modelos murinos cuyo fondo genético y
respuesta de anticuerpos al reto con la vacuna, los defi-
nié como GAR (ratones BALB/c) o como PAR (rato-
nes C57BL6), se manipularon variables inmunofarma-
coldgicas durante la induccion dela respuesta y durante
su reforzamiento, para inducir titulos de anticuerpos
inmediatos, altos y duraderos contra el EGE privando
asi de forma activa al receptor de su ligando.

Se observo que el fraccionamiento en cuatro partes de
una dosis aparentemente baja (4pg) de la vacuna y su
administracion una sola vez, en multiples sitios anat6-
micos como priming, incrementa el titulo maximo de
anticuerpos y prolonga el tiempo de la respuesta. Asi
mismo se evidencio que acortar el tiempo entre los bo-
osting, influia reduciendo la persistencia de los titulos
de anticuerpos contra el EGE mientras que la repeti-
cion delos mismos logra revertir el estado de PAR hacia
GAR, sin afectar el reconocimiento inmunodominante
del lazo B de la molécula de EGF, asociado a su unién
con el EGFR. De este estudio se concluy6 que debia ad-
ministrarse la vacuna en una dosis alta pero fraccionada
en multiples sitios anatomicos, para aproximar el EGF
en el contexto del preparado vacunal, alos nodos linfati-
cos regiona]es y sinergizar asi la respuesta inmune (39).

Combinaciones con la Quimioterapia.
La complejidad de los mecanismos involucrados en la
malignizacion celular, la hace tributaria de un enfoque
terapéutico basado en combinaciones, entre otras ra-
zones, para controlar simultineamente dos fenémenos
caracterizados como inmunoevasion y diseminacion
tumoral. Es en este contexto que las inmunoterapias
han emergido como una aproximacion terapéutica
que asegura mayor especificidad contra las células y
tejidos malignos, con una muy limitada toxicidad para
el organismo que porta la enfermedad. Desde su surgi-
miento las inmunoterapias se han insertado en el espa-
cio de los regimenes terapéuticos estandares, en parti-
cular lainmunoterapia pasiva con AcM ha confirmado
la potencialidad de estas combinaciones (43-46)

Tomando conceptos previos procedentes del ma-
nejo terapéutico de la autoinmunidad y de los trans-

plantes, la combinacién de la vacuna CIMAvax EGF

Supervivencia Acumulada

-0.2

conla quimioterapia, se implementé conel objetivo
de utilizar a favor de la inmunizacion activa, la repo-
blacion homeostatica de las células T y B que sucede
con posterioridad a la deplecion linfocitaria, asocia-
da ala inmunosupresion e inducida por los regime-
nes citotoxicos estandares (47- 50).

En un quinto ensayo clinico fase I/1I realizado en 20 pa-
cientes portadoresde NSCLC enestadiosITIbyIV,donde
seaplico por primera vez el esquema vacuna, quimiotera-
piay posteriormente vacuna (VQV), se corroboro que el
incremento en los titulos de Acs Anti- EGF correlaciona
con la disminucion de la concentracion sérica de EGE, se
evidencio correlacion entre los titulos de anticuerpos y su
capacidad para inhibir la unién del EGF asureceptory se
establecié que los sueros de los pacientes GAR recono-
cen preferencialmente el lazo B del EGFR (51).

Adicionalmente, en este ensayo clinico se diferencid
una nueva subpoblacion de pacientes con titulos de
Acs Anti- EGF iguales o superiores a 1:64000, los que
fueron definidos como stper buenos respondedores
(Super Good Antibodies responders- SGAR), este

hallazgo clinico tiende a confirmar la hipétesis de la re-

1.2+ o Control
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Figura 2=
Relacion entre los titulos de anticuerposy la superviencia delos

pacientes tratados con la vacuna terapéutica CIMAvax EGE Pacientes
GAR (n=20), pacientes PAR (n=18) y controles no vacunados (n=37)
(log-rank; P=0.0002). Neninger E, et al. JCO 2008 26(9):1452-1458
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emergencia y amplificacion de clones potencialmente
autorreactivos que pueden favorecer a la inmunizacion
activa con este esquema terapéutico VQV.

La relevancia de estos resultados han conducido a
un nuevo espacio de estudios preclinicos, para eva-
luar la influencia especifica de cada combinacion de
la inmunoterapia activa con los regimenes estdn-
dares de quimioterapia, definir las variables inmu-
nofarmacoldgicas a tener en cuenta para el diseno
racional de los esquemas terapéuticos combinados
yestablecer elimpacto especifico de las combinacio-
nes sobre las poblaciones linfocitarias Ty B (52).

Ensayo clinico fase 11
En paraleloala evaluacion del esquema VQV en el estu-
dio fase I/ referido, se inicié un primer ensayo clinico
fasell,controlado,dondeseincluyeron 80 pacientes con
una aleatorizacion 1:1y se evalu6 el efecto de la inmu-
nizacién posterior a la primera linea de quimioterapia,
en pacientes con NSCLC en estadios avanzados (I1Ib-
IV). En este ensayo se confirmaron las correlaciones
observadas en los estudios fase I /11, entre el incremento
de los titulos de Acs Anti- EGF con la reduccion sérica
del EGFy entre el incremento de los titulos de Acs Anti-
EGF y la mayor supervivencia de los pacientes.

Paralos GAR (n=20) se observo una media de so-
brevida de 19.47 meses (mediana de 11.7 meses),
para los PAR (n= 18) la media de sobrevida fue de
4.97 meses (mediana de 3.6 meses) y en el grupo
control (n=37) se observé una media de sobrevida
de 8.52 meses (mediana de 5.33 meses), con una
p < 0.0S. Significativamente (Figura 2) se observé
que los pacientes con 60 anos o menos (n=22) que
recibieron CIMAvax EGF, sobrevivieron significa-
tivamente (p < 0.05) mas que los controles (n=28)
con una media de supervivencia de 18.53 meses
(mediana de 11.47), frente a una media de 7.55
meses (mediana de 5.33 meses) (53).

Los resultados de laboratorio relacionados con el
mecanismo de accion de CIMAvax EGF, fueron
obtenidos en este primer ensayo fase Il y se publi-
caron recientemente de forma independiente (54).

En las evaluaciones realizadas se confirmo la capaci-
dad bloqueadora de la unién del EGF al EGFR de
los sueros de pacientes inmunizados y se establecio
por primera vez la capacidad de los sueros de los
pacientes inmunizados de inhibir la fosforilacion
del EGFR, adicionalmente se evidencié una super-
vivencia mayor en los pacientes inmunizados cuyos
sueros inhiben la fosforilacion del receptor.

Las evidencias obtenidas hasta el momento ylos da-
tos clinicos aportados por este ensayo clinico, dieron
lugar a que la autoridad regulatoria cubana otorgue
el registro sanitario a CIMAvax EGF, como una va-
cuna terapéutica indicada en pacientes adultos por-
tadores de céncer del pulmon de células no peque-
fias en estadios avanzados (I1Ib/IV).

Ensayos clinicos en curso y estudios
en nuevas localizaciones tumorales.
Se encuentra en estos momentos en curso, un ensa-
yo clinico fase Il abierto, controlado y aleatorizados,
donde se utiliza el mismo esquema terapéutico del
estudio fase II referido anteriormente (QVV), pero
aplicando la vacuna en cuatro sitios de inmuniza-
cion. Este estudio debera incluir 579 pacientes con
CPCNP en los mismos estadios (I1IBy IV), con una
aleatorizaciéon de un paciente control por dos pa-
cientes con tratamiento (1:2); los resultados seran
evaluados en dos estratos de pacientes: mayores de
60 afios (n= 381) y de 60 ainos 0 menos (n= 198).

En paralelo al estudio referido anteriormente, se
explora el efecto de la inmunizacién con CIMA-
vax EGF sobre la evolucion clinica de pacientes
con cancer de prostata resistente a la castracién
(CPRC). Con este objetivo se diseiid un ensayo cli-
nico fase II/I1l que debe incluir 212 pacientes (106
pacientes por brazo), donde se utiliza el esquema
terapéutico VQV. Existen numerosas evidencias
clinicas que sustentan la relevancia del receptor del
EGF en pacientes prostatectomizados y/ O castra-
dos con bloqueo hormonal ablativo. Los pacientes
cuyos tejidos tumorales sobreexpresan este recep-
tor, poseen peor evolucion clinica y menor tiempo

libre de progresion de la enfermedad.




Rodriguez et al, Cancerologfa 4 (2009): 147-154

En estos momentos se han incluido 129 pacientes en
este estudio, de ellos para 99 se cuenta con los datos
en las bases correspondientes. Los resultados de su-
pervivencia analizados por intencion de tratamiento
muestran una tendencia, sin corroboracion estadistica,
hacia el beneficio de los pacientes tratados con la for-
mulacion vacunal, con tasas de sobrevida a los 18 me-
ses de 0.63 para los tratados vs. 0.32 para los controles,
respectivamente. En esta nuevalocalizacion sibien son
resultados incipientes, son también alentadores.
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