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SEGURIDAD, INMUNOGENICIDAD Y PRIMERAS EVIDENCIAS DE RESPUESTA
ANTITUMORAL CON EL USO DE LA FORMULACION VACUNAL NeuGcGM3/VSSP EN
PACIENTES CON MELANOMA AVANZADO

Autora: Dra. Marta de la Caridad Osorio Rodriguez

Tutora: Dra. C. Salud Adriana Carr Pérez

SINTESIS

Introduccioén. El melanoma es considerado hoy una epidemia a nivel mundial. Su alta letalidad,
constituye un serio problema a pesar de los continuos avances farmacolégicos y tecnoldgicos.
NeuGcGM3/VSSP es una formulacién vacunal que contiene el gangliésido NeuGcGM3
incorporado en el CPME de Neisseria meningitidis. Puede ser una opcion terapeutica dadas la
expresion de este gangliésido en el melanoma primario y la inmunogenicidad y seguridad
demostradas por esta vacuna en el cancer de mama avanzado. En este estudio se evalud la
seguridad, inmunogenicidad y la respuesta antitumoral en pacientes con melanoma avanzado al
administrarla por las vias IM o SC. Material y métodos: Se identifico la expresion del
gangliésido en los melanomas primarios y sus metastasis por métodos de Inmunohistoquimica
con el AcM 14F7 (anti-NGCGM3). Se realizaron 2 ensayos clinicos Fase Ib/lla de escalado de
dosis con NeuGcGM3 /VSSP en pacientes con melanoma avanzado por las vias IMy SC. La
seguridad y la respuesta antitumoral se evaluaron con los criterios CTC y RECIST. El analisis
estadistico se realizé con el paquete estadistico SPSS. Resultados: NeuGcGM3 se expresoé en
los tumores primarios y en las metastasis ganglionares estudiadas. NeuGcGM3/VSSP fue
segura administrada por las vias SC e IM, sin toxicidad limitante. Resulté inmunogénica con
respuesta de anticuerpos de isotipo IgM e IgG en el 75 % los pacientes. Hubo respuesta
antitumoral en el 38.5% de éstos con incremento de la mediana de SV asociada principalmente
a la respuesta antitumoral. La aparicion de vitiligo y la respuesta de anticuerpos contra otros
gangliésidos no presentes en la formulacion vacunal pudiera considerarse una manifestacion de

restauracion inmunoldgica. Conclusiones. NeuGcGM3/VSSP administrada IM y SC en
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pacientes con melanoma avanzado fue segura, inmunogénica y con actividad antitumoral

asociada a ventajas en la supervivencia global.
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GLOSARIO DE LAS PRINCIPALES ABREVIATURAS USADAS EN EL TEXTO.

AcM Anticuerpo monoclonal

Acs Anticuerpos

AlF Adyuvante incompleto de Freund

AJCC Comité Americano de unién en cancer. Por sus siglas en inglés;
American Joint Comitee on Cancer

ASCO Sociedad Americana de Oncologia Clinica. Por sus siglas en inglés;
American Society of Clinical Oncology

ATA Antigenos tumor asociados

ATE Antigenos tumor especificos

BAAF Biopsia aspirativa por aguja fina

BCG Bacilo Calmette Guerin

BPC Buenas Practicas Clinicas

BRAF Oncogen codificador de tirosina- kinasa serina-treonina B Raf

CDC Citotoxicidad mediada por complemento

CECMED Centro Estatal de Control de los Medicamentos

CENCEC Centro Nacional Coordinador de Ensayos clinicos

CRD Cuaderno de Recogida de Datos

CIM Centro de Inmunologia Molecular

CMP Citidin Monofosfato hidroxilasa

CIMEQ Centro de Investigaciones Médico Quirlrgicas

CPME Complejo de Proteinas de membrana externa

CTC Criterios Comunes de Toxicidad. Por sus siglas en inglés; Common
Toxicity Criteria

DMT Dosis méxima tolerable

DNA Acido Desoxiribonucleico

DTIC Dacarbazina

EAs Eventos adversos

EC Ensayo Clinico

ECOG Grupo cooperative del este de los EEUU. Por sus siglas en inglés; East
Cooperative Oncology Group

ELISA Enzimed-linked inmunosorbent assay (sin traduccién encontrada)

EMEA Agencia Europea de medicamentos en inglés; European Medicine Agency

FDA Agencia norteamericana de alimentos y drogas del inglés; Food and Drug
Administration.

GM-CSF Factor estimulante de colonias hematopoyéticas de granulocitos y
macroéfagos. Por sus siglas en inglés: Granulocyte-Macrofage Colony
Stimulating Factor

G-CSF Factor estimulante de colonias hematopoyéticas de granulocitos. Por sus
siglas en inglés: Granulocyte Colony Stimulating Factor

HD Antigeno Hanganutziu-Deicher

HHA Hospital Hermanos Ameijeiras

HLA Antigeno leucocitario humano del inglés: human leukocyte antigen

HUD Hospital Universitario Docente

ICH Conferencia internacional de armonizacion del inglés International

Conference of Harmonisation




IDO Enzima indolamino 2,3 deoxigenasa

IFN a rec Interferdn alfa recombinante (se referird siempre como IFN)

IFN'y Interferon Gamma

IgA Inmunoglobulina A

IgG Inmunoglobulina G

lgM Inmunoglobulina M

HQ Inmunohistoquimica

IL-2 rec Interleukina -2 recombinante

M Intramuscular

INOR Instituto Nacional de Oncologia y Radiobiologia

KLH Keyhole Lynpet Hemocianine (sin traduccion encontrada)

LDH Deshidrogenasa lactica

LSD Lobulo superior derecho pulmonar

M1 Metastasis a distancia

MII Miembro inferior izquierdo

MITF Oncogén especifico de melanoma. Del inglés: Microftalmia-associated
Transcription Factor

NCCN Red Nacional integral de Cancer. Guias para la practica clinica en
Oncologia. Del inglés: National Comprehensive Cancer Network Clinical
Practice Guidelines in Oncology .

NeuGcGM3 Gangliosido N glicolil GM3

NeuAcGM2 Gangliésido N acetil GM2

NeuAcGM3 Gangliésido N acetil GM3

NK Células asesinas naturales. Del inglés; Natural Killer

OMS Organizacion Mundial de la Salud

PACEC Programa de aseguramiento de la calidad de los Ensayos clinicos

PD-1 Receptor de muerte programada 1. Del inglés; Programed Death receptor-
1

PET Tomografia de emision de positrones. Del inglés; Positron Emission
Tomography

RAS Oncogen

RC Respuesta Completa

RP Respuesta Parcial

EE Enfermedad Estable

RECIST Criterios de Evaluacion de Respuesta en Tumores Sélidos. Del inglés:
Response Evaluation Criteria in Solid Tumors

REMS Estrategia de mitigacion de riesgos. Del inglés: Risk- Events Mitigation
Strategy

RMN Resonancia Magnética Nuclear

RNC Registro Nacional del Cancer

SC Subcutaneo

SEER Programa de vigilancia, Epidemiologia y resultados finales de los EE.UU.
Del inglés Surveillance EE.. Program in Epidemiology and Final Results

SNC Sistema Nervioso Central

SV Supervivencia

TA Temperatura ambiente

TAC Tomografia axial computarizada

TBS Tris Buffer salino

TCS Tejido celular subcutaneo




TCD4+ Linfocito T CD4

TCD8+ Linfocito T CD8

TGP Transaminasa Glutdmico-Piruvica

TGO Transaminasa Glutamico Oxalacética

Th1 Patron de respuesta T auxiliadora tipo 1

Th2 Patron de respuesta T auxiliadora tipo 2

TIL Linfocitos T infiltrantes

T™MZ Temozolomida

TNM Sistema de estadificacion de los tumores malignos

Tregs Células T reguladoras

VEGF Factor estimulante de endotelio vascular del ingles; Vascular endothelial
growth factor

VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana

VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad. Del inglés: Very Low Density
Lipoproteins

VNME Vesiculas naturales de membrana externa

VSSP Proteoliposomas de muy pequefio tamafio del inglés; Very Small Size

Proteins
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1.1. Antecedentes.

El melanoma maligno es una de las 3 variantes de cancer de piel cuya dramatica situacion
epidemiologica se caracteriza como de epidemia, debido a los incrementos estables y
mantenidos en su incidencia en las Ultimas décadas (De Vries y cols., 2006; Geller y cols.,
2007). El programa de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales de los Estados Unidos
(EE.UU.) (por sus siglas en Inglés SEER) reportd un incremento del 690 % respecto al nimero
de casos diagnosticados desde los afios 1950 al 2010 (SEER, 2011). Los avances obtenidos con
las estrategias de prevencion y el diagnostico precoz no han podido cambiar el panorama de la
enfermedad, de conocida agresividad, que lo sitia como un problema de salud a nivel mundial
(Rigel y cals., 2010; Jemal y cols., 2010; Spiegel y cols., 2012). Este tumor afecta generalmente
a individuos durante la vida activa, (edad media de 45 afios), al menos una o dos décadas
antes que los principales tumores sélidos (mama, colon, pulmén y préstata) ( Erdel y cols., 2010).
En Cuba, de acuerdo a los datos del Registro Nacional de Cancer (RNC), no constituye un
problema de salud, sin embargo, es parte cualitativamente importante de la actividad
oncoldgica. En el periodo 2004-2006 se reportd al Registro Nacional del Cancer de Cuba (RNC)
un total de 181 casos que representaron una tasa ajustada de 1.0 x 100,000 habitantes sin

diferencias en cuanto al sexo.

El melanoma en estadios tempranos y tratado adecuadamente con cirugia, presenta excelentes
resultados que posibilitan cerca del 90% de curaciones, en comparaciéon con la supervivencia
(SV) a 5 afios del paciente con enfermedad diseminada a los ganglios regionales, donde alcanza
apenas el 54%. Para la enfermedad metastasica la cifra se reduce al 5%, lo que se traduce en
una expectativa de vida entre 6 y 9 meses (Balch y cols., 2009). El tratamiento sistémico del
melanoma metastasico es considerado aun hoy ineficaz. No existe una recomendacion

terapéutica unica y estandar. Hay consenso general en que estos pacientes deben ser tratados
1
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en el marco de un ensayo clinico, dada la ausencia de tratamientos que combinen efectividad
con escasa toxicidad (NCCN, Clinical Practice Guidelines in Oncology versién 3 para melanoma,
2012) (National Cancer Comprehensive Network, por sus siglas en inglés). En aquellos con
enfermedad diseminada, la presencia de metastasis en el Sistema Nervioso Central (SNC) es la
situacion clinica que determina cambios importantes en el tratamiento debido a su mal pronéstico
y por ende, reducida expectativa de vida. La Dacarbazina (DTIC), un agente alquilante, se

registrd en 1975 por la Food and Drug Administration, (FDA por sus siglas en inglés) como

tratamiento de la enfermedad avanzada a pesar de producir respuestas en menos del 20% de
los pacientes tratados (Lui y cols., 2007). Este medicamento constituye el patrén de comparacion
para nuevos farmacos, ya que ninguno en monoquimioterapia ha demostrado mejores
resultados. La Poliquimioterapia con DTIC, Temozolomida, Vinblastina, Paclitaxel con o sin sales
de platino, en los regimenes habituales, produce respuestas objetivas en el 20-30% de los
pacientes, sin resultados validos en cuanto a la SV global (Chapman y cols., 1999). La
Bioguimioterapia, que combina farmacos citotoxicos con inmunomoduladores como Interleukina-
2 recombinante (IL-2) y el Interferdn recombinante alfa 2b (IFN), produce un aumento de
respuestas objetivas con toxicidad elevada de grado Ill-IV sin incrementos  significativos de la SV

libre de progresién o global (Sasse y cols., 2007).

El melanoma y el carcinoma renal son los tumores mas inmunogénicos conocidos y se
consideran modelos adecuados para la Inmunoterapia (de Vita y cols., 2008). Las células de
melanoma difieren antigénicamente del melanocito normal, lo que permite su reconocimiento por
el sistema inmune y el desarrollo de una respuesta antigeno-anticuerpo capaz de destruir el
tumor o disminuir al menos su tasa de crecimiento (Kirkwood y cols., 2008; Grotz y cols., 2012).
Sin embargo, ninguna inmunoterapia representa la solucion definitiva para los pacientes con
melanoma metastasico. Entre los productos mas conocidos se encuentran el Bacilo Calmette

Guerin, (BCG) y el IFN tanto en su forma farmacéutica habitual como pegilada. La utilidad de
2
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ambos se limita al tratamiento adyuvante en la enfermedad loco regional, porque producen
aumento en la SV libre de progresion, pero no en la SV global de los pacientes tratados. No se
rcomiendan en la enfermedad metastasica (Tan, 1993; Eggermont y cols., 2008; Herndon, 2012).
La Unica inmunoterapia aprobada por la FDA para el tratamiento del melanoma metastasico
hasta el afio 2011 fue la IL-2 (Proleukin, Aldesleukin; Prometeus Laboratories Inc, San Diego,
California), farmaco que produce un bajo indice de respuestas completas pero de larga
duracién. Administrada a altas dosis, resulta un tratamiento altamente tdxico que requiere
experticia en su administracion y cuidados especiales. (Atkins, y cols., 1999). Otra variante de
inmunoterapia aprobada por la FDA en 2011 para el tratamiento del melanoma metastasico es el
Ipilimumab (Yervoy® de Bristol- Myers Squibb), AcM dirigido al punto de control inmune del
antigeno 4 de linfocitos T citotdxicos (CTLA 4 immune check point, en inglés), farmaco que
mostrd respuestas objetivas aun en pacientes con progresion tumoral durante el tratamiento
sistémico (Hodi y cols., 2010; FDA News events, 2011). Su alta toxicidad limita su utilizacién y el
completamiento de la terapeutica, lo que hace necesaria la aplicacion de programas de
reduccion de riesgos (Hodi y cols., 2010; Robert y cols., 2011, FDA Safety Alerts for Medical
Products: Yervoy, 2012). El Vemurafenib, (Zelboraf® de Genentech) es un inhibidor selectivo de
BRAF, disefiado para el tratamiento de pacientes con melanoma que exprese la mutacion V600E
(el 50% de los casos) en el gen que codifica para esta proteina. Su aprobacion en agosto del
propio 2011 se baso en las tasas de respuesta obtenidas, la SV libre de progresién y la SV
global, aunque el tipo de toxicidad que produce y la corta duracion de la respuesta antitumoral no
lo hacen un tratamiento 6ptimo (Fisher y cols., 2010; Chapman y cols., 2011,2012). Otra variante
de inmunoterapia mas selectiva y menos accesible para pacientes con melanoma en etapa
avanzada o metastasica pero util, es la transferencia adoptiva de TIL (linfocitos tumor infiltrantes

activados con II-2) del inglés: IL-2 activated-tumor-infiltrating lymphocytes. Asociada a altas dosis

de IL-2 en bolo, produce resultados favorables. Es una terapéutica técnicamente costosa, que

3
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requiere que los pacientes posean capacidad funcional excelente, ausencia de co- morbilidades
y centros de investigacion y personal con alta preparacion (Dudley y cols., 2008; Rosemberg y
cols., 2011). La bioterapia con los pequefios inhibidores de tirosina — quinasa Imatinib, Sunitinib
y Dasatinib, esta dirigida a la minoria de pacientes con melanoma de mucosas y melanoma acral

y solar que expresen mutaciénes del gen c-kit (Guo y cols., 2011).

La inmunoterapia activa especifica con vacunas es un tema intensamente explorado en los
ultimos 20 afos que persigue el control de la enfermedad a través de la intervencién del sistema
inmune del individuo. En general, la evaluacion de su verdadero papel en el melanoma es dificil
aun debido a que los resultados alentadores de pequefios estudios Fase I-Il con pocos pacientes
y evidentemente muy seleccionados, no son reproducibles en los estudios aleatorizados
(Melanoma vaccines, 2011). Hasta el momento, en el caso del Melanoma ninguna vacuna ha
demostrado evidencias solidas de incrementos de la SV global ni de la SV libre de progresién en
los ensayos clinicos Fase lll, por lo que no han logrado un registro para el tratamiento de esta
enfermedad (Zarour y cols., 2003; Morton y cols., 2007; Rosenthal y cols., 2008; Kirkwood y

cols., 2009).

Desde 1990, el grupo de Bioquimica del INOR y posteriormente el Centro de Inmunologia
Molecular (CIM) investigaron la caracterizacién bioquimica de antigenos (Ags) tumorales de
origen glicolipidico, especificamente ganglidsidos, para ser utilizados en la inmunoterapia del
cancer, particularmente el cancer de mama. Con este fin, desarrollaron el preparado vacunal con
el gangliésido NeuGcGM3 incorporado hidrofébicamente al complejo de proteinas de la

membrana externa de Neisseria_meningitidis, en forma de proteoliposomas de muy pequefio

tamafio (VSSP), (del inglés very small size proteoliposome) (Estévez y cols., 2000), el cual

puede o0 no estar asociado a un adyuvante oleoso comercial, el Montanide ISA 51 (Seppic, Paris,

Francia). NeuGcGM3, de naturaleza heteréfila no esta expresado en los tejidos normales
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humanos y si en algunos tumores (Leeden y Yu ,1976; Carr y cols., 2000). Este gangliésido
resulta de interés como diana para la inmunoterapia de cancer, si se tienen en cuenta su
reconocimiento como antigeno tumor asociado y las evidencias experimentales que sustentan
esta posibilidad terapéutica en el melanoma (Pourtokalian y cols., 1991; Carr y cols., 2000). Mc
Kallip en 1999 sefiald el papel inmunosupresor de los gangliésidos liberados en el microambiente
tumoral por diferentes tumores y los caracterizd como potentes factores en la promocioén y
progresion tumoral. Diferentes estudios los identifican como inhibidores de multiples pasos de la
respuesta inmune celular (Mc Kallip y cols., 1999). De Ledn por su parte, describi6 el papel del
gangliésido NeuGcGM3 libre como promotor del crecimiento tumoral y su efecto inmunosupresor
en linfocitos T CD4+ humanos y de raton. (De Ledn y cols., 2006). Todo lo anterior permitio
pensar que la inmunizacién con una formulacién vacunal que contenga este antigeno
(gangliésido NeuGcGM3) y que desarrolle la inmunogenicidad necesaria, seria capaz de reducir
los volimenes de estas moléculas e inducir una respuesta antitumoral en pacientes con
melanoma avanzado. Los resultados preclinicos con NeuGcGM3/VSSP indicaron que su efecto
antitumoral requiere de la expresion del gangliésido en las células tumorales y que su
mecanismo de accion depende de la accion de las células asesinas naturales NK (del inglés:
natural killer) y de linfocitos T CD8+ (Labrada y cols., 2010). Esta vacuna se utilizo previamente
en un ensayo clinico Fase | en pacientes con cancer de mama etapas Ill-IV, donde demostrd
inmunogenicidad y muy baja toxicidad (Carr y cols., 2003). Los resultados de la respuesta
inmune humoral mayoritaria IgG1 e 1gG3 en los pacientes vacunados, indicaron la presencia de
un patron de respuesta Th1 (células T auxiliadoras productoras de INF y y de respuesta celular).
Ante las evidencias preliminares que mostro este gangliésido como posible blanco para la
inmunoterapia en los melanomas, se decidio explorar esta posibilidad con la formulacion
NeuGcGM3/VSSP en el tratamiento de pacientes con esta enfermedad en etapas avanzada y

metastasica.
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1. 2. Hipotesis de trabajo:

La administracién de la vacuna molecular NeuGcGM3/VSSP a pacientes con melanoma
avanzado y metastasico es segura e inmunogénica cuando se administra por las vias IM o SC y

es capaz de generar evidencias de respuesta clinica.
1.3. Objetivos

1. Determinar la expresién del gangliésido NeuGcGM3 en tumores primarios y metastasis de

pacientes con melanoma cutaneo y ocular.

2. Evaluar la seguridad del preparado vacunal NeuGcGM3/VSSP al administrarlo por via IM o

SC.

3. Determinar la inmunogenicidad del preparado vacunal NeuGcGM3/VSSP al administrarlo por

las vias IM y SC.

4. Evaluar las evidencias de respuesta clinica con el uso de la formulacién NeuGcGM3/VSSP

por las dos vias de administracion.
1.4 Tareas

Objetivo 1. Determinar la expresion del gangliésido NeuGcGM3 en tumores primarios y

metastasis de pacientes con melanoma cutaneo y ocular.
Tareas.

« Evaluacion de la expresion del gangliésido NGcGM3 en el melanoma primario y sus

metastasis por medio del reconocimiento con el AcM especifico 14F7.

Objetivo 2. Evaluar la toxicidad del preparado vacunal NeuGcGM3/VSSP al administrarlo por las

vias IM o SC.
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Tareas

« Evaluacién de la seguridad de la formulacion vacunal NeuGcGM3/VSSP por la via IM
adyuvada con Montanide ISA 51 en dos niveles de dosis: 200pg y 400 pug vy

establecimiento de la dosis méaxima tolerable (DMT) para esta via de administracion.

» Evaluacién de la seguridad del preparado vacunal NeuGcGM3/VSSP por la via SC en los
niveles de dosis de 0, 150; 300; 600; 900; 1,200 y 1,500 ug y establecimiento de la DMT

para esta via.

Objetivo 3. Determinar la inmunogenicidad del preparado vacunal NeuGcGM3/VSSP al

administrarlo por las vias IMy SC
Tarea.

» Estudio de la inmunogenicidad de la formulacién vacunal NeuGcGM3 /VSSP al

administrarla por las vias IMy SC en los diferentes niveles de dosis planteados.

Objetivo 4. Evaluar las evidencias de respuesta clinica con el uso de la formulacion

NeuGcGM3/VSSP por las dos vias de administracién
Tarea

« lIdentificacion y caracterizacion de evidencias de respuesta clinica en los pacientes tratados

por ambas vias de administracion.
1.5. Estrategia de la investigacion:

Se realizaron técnicas de Inmunohistoquimica (IHQ) en las biopsias obtenidas de los pacientes,
con el Anticuerpo Monoclonal (AcM) IgG1 murino 14F7 para determinar la expresion de
NeuGcGM3 en el tumor primario y las metastasis. La evaluacion de la seguridad de la
formulacion vacunal, su inmunogenicidad y la deteccion de actividad antitumoral se realizaron a

través de dos ensayos clinicos Fase Ib/lla: el primero, con el preparado vacunal adyuvado con
7
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Montanide ISA 51 y administrado por la via IM y en el segundo, administrado por la via SC y sin
adyuvante. Las primeras evidencias de respuesta clinica observadas en los pacientes estudiados
se presentaron en forma de tasas de respuestas, curvas de Kaplan Meier y reportes de casos

clinicos.
1.6. Novedad Cientifica:

En este trabajo se exponen las experiencias de la aplicacién por primera vez de la formulacién
vacunal NeuGcGM3 /VSSP en pacientes con melanoma cutaneo y ocular avanzado o
metastasico. En él se demuestra la seguridad, la inmunogenicidad y las primeras evidencias de
respuesta antitumoral en este tipo de pacientes, ademas de la expresion del gangliésido
NeuGcGM3 en las metastasis loco regionales de los melanomas cutaneos, lo que hace pensar

en su posible utilizacion como blanco para la inmunoterapia activa especifica en este tumor.
1.7.  Aporte al conocimiento.

El gangliésido NeuGcGM3 en un contexto altamente inmunogénico (estimulacién del sistema
inmune innato por la presencia de una nanoparticula con sefiales de proteinas de la Neisseria
meningitidis) muestra las primeras evidencias de efecto antitumoral y de incremento de la

supervivencia en un subgrupo de pacientes con melanoma avanzado irresecable o metastasico.
1.8. Presentaciones previas del tema de investigacion.

Resultados parciales de este estudio han sido objeto de presentacion en cinco eventos
cientificos en el extranjero y doce de caracter nacional. El tema y los resultados que forman
parte de la tesis han sido objeto de tres publicaciones en revistas extranjeras y una nacional y
existen ademas dos articulos en preparacion. Este tema forma parte del Proyecto Nacional de

Vacunas Terapéuticas en Cancer de la Academia de Ciencias de Cuba.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

El melanoma es una neoplasia originada por la transformacion maligna de los melanocitos,
células encargadas de la produccion de la melanina, pigmento fotoprotector que confiere su
color caracteristico a la piel humana. Durante el primer trimestre de la vida fetal, los precursores
de estas células asientan en la cresta neural para después migrar hacia la piel, meninges,
membranas mucosas, esofago cervical y ojo. De aqui, se infieren las diferentes localizaciones
en que puede desarrollarse este tumor, fundamentalmente cuténeo en el 91.5% (Chang y cols,
1998). Es una neoplasia en la que se invocan como factores etioldégicos fundamentales la
agresion externa por la luz solar, los agentes inmunosupresores y las alteraciones de genes que
intervienen en la regulacion del ciclo celular en el melanocito, unido esto a fallos en la
destruccion de células con dafio en el DNA que son capaces de multiplicarse y evadir los

mecanismos normales de control (Thompson y cols., 2004).
1.1 Epidemiologia del melanoma cutaneo.

El nuevo milenio ha traido cambios en la incidencia y mortalidad por esta enfermedad. El
melanoma constituye un importante problema de salud en nuestra época, que hace a muchos
catalogarlo como una verdadera epidemia. La incidencia mas alta se observa en Australia, 36.1 x
100,000 habitantes en hombres y 25,7 x 100,000 en mujeres. Las tasas mas bajas se
encuentran en paises asiaticos con tasa cercana o inferior a 0,5 x 100,00 habitantes (Globocan
1). Cuba, segun datos del RNC, presenta una tasa ajustada de 1.1 / 100,000 habitantes (RNC
de Cuba, trienio 2006- 2008) sin marcadas diferencias en cuanto al sexo. No representa un
problema de salud, pero la potencial letalidad de este tumor aun en sus etapas iniciales y los
pésimos resultados terapéuticos que caracterizan a la enfermedad avanzada, lo distinguen entre
los demas tumores solidos (Ascierto y cols., 2012). Dos tipos de factores se consideran

relevantes en la etiopatogenia: ambientales, entre los que la exposicion solar es el mas notable,
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y aquellos dependientes del huésped, como son la pigmentacion de la piel, la reactividad de la
misma frente a la luz solar y los factores ligados a la herencia. El melanoma es esencialmente
una enfermedad de individuos de piel blanca, (aunque puede aparecer en cualquier grupo étnico)
susceptible a los efectos nocivos de la radiacion UV de la luz solar. La relacion entre exposicion
y riesgo de melanoma no es perfecta debido a que existen factores de susceptibilidad individual
en el huésped. Se invoca como importante la proteccion desde la nifiez para prevenir la
iniciacion del proceso de carcinogénesis y la progresion del melanoma ya establecido (Grandini y
cols., 2005; Geller y cols., 2007). El melanoma familiar (12%) a diferencia del anterior, se
caracteriza por el aumento del riesgo de desarrollar melanomas primarios, la alta incidencia de
melanomas multiples en el mismo individuo y la temprana edad de inicio de la enfermedad. En
estos casos se reporta como anomalia genética precursora la presencia de mutaciones de los
genes supresores CDKN2A y CDK4 que intervienen en la regulacion del ciclo celular (Goldstein

y cols., 1998).
1.2 Algunos aspectos de la biologia molecular del melanoma cutaneo.

La identificacion de alteraciones genéticas en el melanoma persigue identificar marcadores
moleculares de la patogénesis y la progresion de esta enfermedad, ademés de proporcionar
‘blancos” para las intervenciones terapéuticas (Chin y cols, 2006). A continuacién nos

referiremos a las mas importantes descritas para este tumor.
CDKN2A

Més del 70% de los melanomas familiares presentan alteraciones en este gen supresor,
presente en el cromosoma 9p21. Permite la transcripcion de los productos de genes supresores
pl16INK4A v p19ARF (Molven y cols., 2005) cuya pérdida por mutacion germinal da lugar a la

inactivacién de 2 importantes vias supresoras de tumores: El gen del retinoblastoma (RB) vy el
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gen P53. Este cambio favorece la inmortalidad celular y conlleva al resto de los eventos que

caracterizan a la tumorigénesis (Bardessy y cols., 2001).
CDK4

Es el blanco de inhibicion del p16INK4A 'y éste a su vez regula la activacion del gen del RB por lo

que su inhibicién puede dar lugar a la melanogénesis (Molven y cols., 2005).
Via del RB

Este gen es el responsable de prevenir la entrada incorrecta de las células al ciclo celular. Su
pérdida heterozigotica germinal es la responsable de la aparicion de melanomas. Los pacientes
sobrevivientes de retinoblastoma bilateral tienen una predisposicion al desarrollo de melanomas

en un rango entre 4 a 80 veces mayor que la poblacion normal (Bardessy y cols., 2001).
Via del p53

P53 es un gen supresor de tumores vital en el mantenimiento del genoma al permitir la
reparacion del material genético, la regulacion de los puntos de control del ciclo celular y la
apropiada induccion de la apoptosis. Es importante en la presencia de resistencia tumoral a
farmacos antineoplésicos. Su inactivacion esta presente en mas del 50% de los tumores sélidos
en humanos. La cooperacion de este gen con el H-Ras activado se reconoce como inductora

de melanomas (Soengas y cols., 2003).
Via de las MAP kinasas.

Se encuentra hiperactivada en los melanomas debido a mutaciones en genes que integran la
cascada; entre ellos NRAS y BRAF. La fosforilacion de las proteinas MEK y ERK como
consecuencia de los eventos que ocurren en la cascada de activacion, constituye el punto focal

para los cambios en la proliferacion, diferenciacion celular y la senescencia. La via MAP se
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interrelaciona con la via de P13K, importante también en la melanogénesis (Goel y cols., 2006;

Yahimay cols., 2012).
Via P13K.

Esta via se activa por la pérdida del gen supresor PTEN. Su importancia radica en que activa
en la cascada al gen de supervivencia y proliferacion AKT y éste a su vez a MTOR, conocido

por su intervencion en el crecimiento celular (Goel y cols., 2006).
PTEN

Es un gen supresor presente en el cromosoma 10q. Su pérdida se detecta en el 40% de los

melanomas, asociado a otras mutaciones como las del BRAF (Goel y cols., 2006
BRAF

Las mutaciones somaticas de este gen estan presentes con alta frecuencia en el melanoma. Se
deben al cambio de una molécula de valina por acido glutdmico en los nucledtidos (Mutacion
V600E) y se localizan en areas cutaneas expuestas intermitentemente a la radiacion solar.
Aquellas con intensa exposicién suelen presentar la mutacion de tipo “salvaje” (wild_type en
inglés). BRAF es el blanco inmediato inferior en la cascada de la familia del gen RAS y como tal
participa en la activacion de MEK y ERK. Se requieren interrelaciones entre diversos genes para
la induccion de la melanogénesis con la intervencion del BRAF (Curtin, Fridlyand y Kageshita,

2005 ; Patton, Widlund y Kutok, 2005; Yahima y cols., 2012).
c-KIT

Este gen juega un papel importante en el desarrollo del melanocito. La pérdida de su expresion
se vincula con la progresion del melanoma primario a metastasico. Las mutaciones puntuales de

este gen se relacionan con la aparicion de melanoma de mucosas, melanoma acral y el
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melanoma desarrollado en la piel crénicamente dafiada por la radiacién solar (Zhu y Fitzpatrick,

2006).

Via del MITF (del inglés: Microftalmia-associated Transcription Factor). (Oncogen especifico de

melanoma)

La expresion de este gen resulta muy importante para la pigmentacion, proliferacion 'y
supervivencia del melanocito normal. Su amplificacién segun estudios de hibridizacion in situ
estd presente en casi el 20% de los melanomas metastasicos y esto se relaciona con baja
supervivencia de los pacientes a 5 afios de acuerdo al analisis de las curvas de Kaplan Meier.
Resulta un gen integrador en la melanogénesis. Dirige la expresion de muchos otros genes
relacionados con la supervivencia y proliferacién del melanocito. Se encuentra intimamente
relacionado en la cascada con otros genes como BRAF, INK4A, y CDK y se activa por la

intervencion de c-KIT y las vias de sefializacién de MAPK (Khaled y cols., 2003).
1.3 Diagnéstico y estadificacion del melanoma cutaneo.

El diagndstico del melanoma es inicialmente clinico, practicamente el 90% de las lesiones
pueden diagnosticarse asi (Rigel y cols., 2010). Los éxitos actuales en materia de diagndstico
precoz se basan en el auto examen detallado y la biopsia dirigida de lesiones sospechosas, que
permite diagnosticar la enfermedad en estadios donde la cirugia es el tratamiento curativo. El
paciente evidencia mas signos que sintomas, como son: cambios de coloracion en lesiones
previas, elevacion, ulceracién y sangrado de una lesion pigmentada. Entre el 30 al 70% de los
melanomas se asienta en piel sana (de Vita y cols., 2008). El uso de los dermatoscopios o
microscopios epiluminiscentes facilita la evaluacion de las lesiones en cuanto a Asimetria,
Bordes, Color, Diametro, y Elevacion. (Sistema ABCD de Rigel). La clasificacion clinica, que no
se corresponde con el comportamiento biolégico y el prondstico, contempla 5 tipos
fundamentales (Rigel y cols., 2010)
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e Melanoma de diseminacion superficial (70% de los casos)

Aparece en cualquier zona del cuerpo, puede desarrollarse en un nevo pre-existente, consiste en

una placa de bordes irregulares y pigmentacion variable.
e Melanoma nodular.(15% )

Aspecto de nddulo con relativa simetria pero variabilidad en el color, desde el negro hasta

lesiones amelanicas. Se ulcera frecuentemente y sangra con facilidad.
e Melanoma acral lentiginoso. (10%)

Aparece en palmas de manos y plantas de pies, mucosas y regiones subungueales. Afecta todas
las etnias. Inicialmente es una macula que se convierte progresivamente en papula, Suele

confundirse con lesiones traumaticas o de caracter inflamatorio.
e Melanoma Lentigo Maligno. (5%)

Lesion de color obscuro que aparece en ancianos con exposicion cronica al sol, en la piel de la

cara. La lesion precursora es la llamada “peca de Hutchinson”.
e Melanoma Desmoplasico (menos del 2%)

Descrito en 1971, asienta en lesiones que pueden ser pigmentadas o no. Suele confundirse con
cicatrices, fiboromas de la piel o con el carcinoma basal. Afecta a individuos de la tercera edad, y
se caracteriza por la alta frecuencia de recidivas locales y la invasion de nervios periféricos
(Neurotropismo). No suele diseminarse por via linfatica. El diagnostico por técnicas de
Inmunohistoquimica permite el diagnéstico diferencial con sarcomas, cicatrices u otras lesiones.

(Chen'y cols., 2008).

El melanoma causa metastasis con mayor frecuencia en pulmones, higado, cerebro y ganglios
linfaticos. No obstante, cualquier sitio visceral puede encontrarse involucrado incluidos el

corazédn, glandulas suprarrenales, bazo, hueso, tracto gastrointestinal, tracto genitourinario,
14
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pleura, etc. La evaluacidn comprende desde los estudios imagenoldgicos habituales, la
Resonancia Magnética (RM) en busca de lesiones metastasicas en el sistema nervioso central
hasta la Tomografia por emision de positrones con fusion de imagenes de TAC (PET/CT)
usando fluor-18 deoxiglucosa, estudio que si bien no es completamente Util en la evaluacion de
los melanomas en estadios iniciales, si lo es para evaluar al paciente de cuerpo entero y decidir
la posibilidad de la cirugia en estadios avanzados de la enfermedad (Schroer — Gunther y cols.,
2012; Bronstein y cols., 2012). Las investigaciones en pacientes con melanoma deben indicarse
racionalmente de acuerdo a la sintomatologia expresada por el enfermo y los hallazgos del
examen fisico con vistas a evitar estudios costosos, excesivos e innecesarios (Miranda y cols.,
2004). El sistema de estadificacion utilizado en esta enfermedad es el (pTNM) del American
Joint Commitee on Cancer (AJCC) (anexo 1) Esta clasificacion permite, como en la mayoria de
las localizaciones de cancer, seleccionar el tratamiento apropiado para cada estadio clinico de la
enfermedad de acuerdo a factores dependientes del tumor y del paciente, considerados
predictores de supervivencia. Este sistema fue objeto de una revision en base a datos aportados
por el andlisis de 17,600 pacientes con diagnéstico de melanoma y todos los factores
prondsticos (Balch y cols., 2001), lo que dio lugar a una nueva version de esta clasificacion, que
se actualiza periodicamente (Balch y cols, 2009). El analisis multivariado en pacientes con
melanoma localizado (Estadios | y IlI) considera como factores prondsticos de primera
importancia el grosor y la ulceracién del tumor y entre otros, la edad, el sexo, el sitio anatémico
de la lesion, el histotipo de melanoma, el nivel de invasion de la lesion (Nivel de Clark) y el
patron de crecimiento del tumor. La version mas reciente de este sistema considera como un
factor prondstico adicional el numero de mitosis por mm? (Melanoma Staging 2010). En el caso
del melanoma diseminado a los ganglios regionales (Estadio Ill), el nimero de ganglios
metastasicos, la presencia de lesiones en transito y la extension extracapsular caracterizan la

etapa y predicen la supervivencia a cinco afios, mientras que en la etapa IV los predictores son
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los valores de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) y el sitio de las metastasis (Balch y cols,

2001).
1.4 El Melanoma intraocular

Constituye la neoplasia intraocular mas frecuente en adultos y es infrecuente en la raza negra.
A diferencia del cutaneo, en el melanoma ocular no se reportan incrementos significativos en la
incidencia y en la mortalidad en las ultimas décadas. La mediana de supervivencia de estos
pacientes en estadio metastasico segun diversas series no sobrepasa los 9 meses (Singh y
Topham, 2003; Young y Seddon, 2005). Puede localizarse en la coroides o Uvea, el cuerpo
ciliar y el iris. Se describe mayor riesgo de desarrollo de melanoma uveal en pacientes de ojos
claros y en aquellos con el sindrome del nevo displasico y la melanocitosis ocular y cutaneo-

ocular (Harbour y cols., 2004).
1.3.1 Cuadro clinico.

El melanoma del iris puede presentarse como cambios del color hasta la presencia de masas
que causan distorsion pupilar y glaucoma secundario. Los del cuerpo ciliar son de gran tamafio
al momento del diagndstico, debido a su crecimiento silente por estar alejados de la mécula. El
melanoma coroideo puede ser asintomatico y detectarse en un chequeo oftalmoldgico de rutina.
Aparece como una elevacion melanética o amelanética en forma de hongo y rodeada de liquido
subretinal de color naranja debido a la presencia de lipofuscina en los macréfagos del tumor.
Los sintomas mas frecuentes son la reduccion de la agudeza visual, la vision distorsionada y la
presencia de “centelleos”. El crecimiento tumoral es variable, pero suelen tener crecimiento
rapido (melanomas de células epitelioides). Las metastasis son hematogenas y no linfaticas,
debido a la ausencia de linfaticos en el tracto uveal y la drbita El sitio de metastasis mas
frecuente es el higado (90% de los casos). Se observan con menor frecuencia metéstasis
pulmonares y cutaneas (Giblin y cols., 2004).

16



Marco tedrico

Los métodos diagnosticos utilizados son: el examen del iris con trainsiluminacion y el fondo de
ojo con fotografias para monitorear las lesiones sospechosas, la angiografia fluorescente, que
permite detectar el melanoma uveal y la ultrasonografia, particularmente Util en el melanoma
uveal posterior. La biopsia por aspiracion de aguja fina (BAAF) junto a la biopsia quirdrgica se
utilizan solo de forma previa al tratamiento quirGrgico inminente debido a las consecuencias que

conllevan (Faulkner-Jones y cols., 2005).
1.3.2 Tratamiento del melanoma intraocular y pronéstico

La cirugia constituye el tratamiento fundamental y contempla desde la reseccion local en
lesiones muy pequefias y localizadas en el iris hasta la enucleacion o la exenteracion orbitaria en
tumores voluminosos y extensos de la orbita. La Braquiterapia con placas radioactivas
episclerales se utiliza como adyuvante de la cirugia. Con este método pueden tratarse tumores
de pequefio tamafio y grosor menor de 8 mm aunque la modalidad neoadyuvante no produce
ventajas clinicas (Damato y cols., 2004). Los is6topos mas usados en el tratamiento son el iodo
125, el rutenio106 vy el iridio 192. La termografia transpupilar con un diodo laser y longitud de
onda de 810 nm resulta Util en melanomas situados detrés del ecuador del ojo y con grosor
menor de 4 mm. La Fotocoagulacion con laser también puede utilizarse en el tratamiento de
casos seleccionados. (Shields y cols., 2004; Shields., 2006). La  Quimioterapia y la
Inmunoterapia en adyuvancia a la cirugia no mejoran los resultados. (Damato y cols., 2004). En
la enfermedad metastasica hepatica, la Quimio o inmunoterapia regional es un método utilizado
con limitado éxito, en forma de quimioembolizacion y perfusion hepatica aislada con farmacos
citotoxicos como Cisplatino, Vincristina, Nitrosoureas y Gemcitabine e inmunoterapicos como el
Factor Estimulante de Colonias Hematopoyéticas Granulociticas (G-CSF por sus siglas en
inglés) (Feldman y cols., 2004). No hay reportes de interés sobre el uso de otras variantes de

inmunoterapia en esta localizacién tumoral. EI IFN vy la IL-2 producen menos del 1% de
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respuestas objetivas (Agarwala y cols., 2004). EI melanoma intraocular es refractario a la
mayoria de los tratamientos y suele ser excluido de los ensayos clinicos para melanoma
metastasico (Shields y Shields, 2004). Este tumor se considera de peor prondstico que la
variante cutanea. La edad avanzada, la localizacion y el tamafio tumoral (tumores voluminosos
del segmento posterior del 0jo) y la variedad histolégica de melanoma de células epitelioides
son variables prondsticas desfavorables. Adicionalmente, otros factores como la presencia de
redes y asas vasculares y la monosomia del cromosoma 3 ( Kivela y cols., 2004; Sandinha y
cols., 2005). En etapa metastasica solo el 13% de los pacientes alcanza una SV global de un
afio después del diagndstico de las metastasis (hepaticas fundamentalmente). En la actualidad,
no existen para el melanoma ocular metastasico opciones terapéuticas validas para una

recomendacion basada en evidencias (Buzaid y cols., 2011).
1.4 Tratamiento del melanoma cutaneo.
1.4.1 Tratamiento del melanoma localizado (Etapas I-1l)

La cirugia es el Unico tratamiento curativo que ademas proporciona la verificacién del
diagnostico y la microestadificacion de la lesion. Actualmente se sugiere 1 cm de margen para
lesiones de grosor inferior a 1 mm y 2 ¢cm con o sin  reseccidon de la fascia muscular
suprayacente para aquellas mayores de este limite, segun el caso. Esto se basa en el hecho de
que el riesgo de recurrencia local esta directamente asociado a la profundidad de la lesion
primaria. Algunos sitios anatémicos en los cuales la reseccion se hace imposible por razones
estéticas o por la imposibilidad de lograr una exéresis completa son la excepcién. Por ejemplo,
los melanomas subungueales, que requieren la amputacion de la falange distal o del dedo
completo, o los melanomas de la regidn de la cara o palma de las manos, que requieren una
biopsia por ponche en la porcién mas gruesa de la lesion (NCCN Guidelines version 3. 2012

Melanoma ). La Radioterapia, por afios relegada a un segundo plano debido a criterios
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histéricos de radiorresistencia de este tumor, se considera actualmente util para aumentar el
control local y la SV libre de enfermedad después de la exéresis de lesiones localmente
extensas en vagina, cabeza y cuello y region axilar, sobre todo en la variedad desmoplasica, al
disponerse de nuevas técnicas como la Braquiterapia y la irradiacion con particulas, ademés de
la Radioterapia de Intensidad Modulada y el hipofraccionamiento de las dosis ( Ballo y Ang ,

2004; Chen y cols., 2008; Primoz y cols., 2010).

La opcion de realizar la técnica del ganglio centinela en la busqueda de metastasis subclinicas
en los ganglios regionales (estadio Illa) se debe ofrecer al paciente con tumores gruesos. Se
trata de un proceder que permite la estadificacion correcta del paciente en estadios iniciales,
sobre todo en aquellos con alto riesgo de recaidas (Gershenwald y cols., 2000). Este método ha
permitido evitar tratamientos excesivos y cohesionar el grupo de pacientes con ganglios
negativos como grupo de buen pronostico, lo que resulta importante para la comparabilidad y

certeza de los resultados de ensayos clinicos (Morton y cols., 1992, 2005).
Inmunoterapia adyuvante

La terapéutica adyuvante sistémica en este grupo se recomienda en el caso de pacientes con
suficiente riesgo de recaida como para enfrentar la toxicidad del mismo (pacientes con tumores
en estadios b, lic, y llla). Las opciones serian: participar en un EC, la observacion clinica y el
uso de Interferén Alfa recombinante 2b (IFN) (categoria 2b de consenso de la NCCN version
3.2012 Melanoma ). Este ultimo, administrado a bajas dosis no demostr6 ventajas en la SV libre
de recaidas o en la SV global de los pacientes tratados (Kirkwood y cols., 2000). La FDA
recomendo el tratamiento adyuvante del melanoma de alto riesgo con IFN altas dosis en 1996,
de acuerdo a los resultados consecutivos de los estudios 1684, 1690 y 1694 del East
Cooperative Oncology Group (ECOG) de EE.UU., (Kirkwood y cols., 1996; Kirkwood y cols.,

2000; Kirkwood y cols., 2001, Verma y cols., 2006; Wheatley, 2007). Esta terapéutica incrementa
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la supervivencia libre de enfermedad, pero no la supervivencia global, y su alta toxicidad hace
dificil su aceptacion tanto por los médicos como por los pacientes (Riestschel y Chapman 2006;
Levesque 2008). Por esta razon, el papel del Interferon en el melanoma de intermedio y alto

riesgo permanece aun sin definir (NCCN Guidelines. Melanoma version 3. 2012).
1.4.2 Tratamiento de la enfermedad extendida a los ganglios regionales (Etapa Ill)

En esta etapa la presencia de adenopatias regionales puede ser subclinica (Etapa llla) o con
ganglios detectables al examen fisico (Etapa IlIb). En el primer caso como se expreso6 antes, la
biopsia del ganglio centinela, permite identificar las metéstasis. Los resultados de Morton y
cols., en el ensayo clinico Fase Il MSLT-1 (observacion versus técnica del ganglio centinela en
pacientes con melanomas de grosor intermedio) no mostraron mejoria de la supervivencia global
(Morton y cols., 2005). Actualmente, la biopsia del ganglio centinela se recomienda para
melanomas de alto riesgo y su realizacion debe someterse a la decision del paciente y su médico
(categoria 2b de consenso en la NCCN versién 3.2012) (Thompson y cols., 2007; Andtbacka y
cols., 2009). Tiene la ventaja del bajo riesgo de complicaciones y falsos positivos. Con este
procedimiento se han identificado hasta un 20% de metéstasis ocultas en pacientes con
enfermedad clinicamente localizada (Thompson y cols.,, 2007). En el estadio Ilib, la
linfadenectomia radical es el unico tratamiento efectivo. No se recomienda realizarla de forma
electiva sin evidencias de la afectaciéon ganglionar. Conlleva previamente una biopsia por
aspiraciéon con aguja fina (BAAF) para confirmar el diagndstico (NCCN Guidelines version.3
Melanoma). La etapa lll se caracteriza por la alta frecuencia de recurrencias (60-70%) (Balch y
cols., 2001), situacion que demuestra la necesidad de un tratamiento complementario a la

cirugia.

Tratamiento adyuvante en el estadio lll.
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Las opciones de los pacientes después de la cirugia en esta etapa serian: la Radioterapia sobre
el lecho tumoral en determinados casos, como se expuso antes y en pacientes con ganglios
positivos en numero mayor de 3, con mas de 3 cm de didmetro y extension extracapsular, ya
que este tratamiento permite un mayor intervalo para la recaida de la enfermedad (Henderson y
cols., 2009; Agarwala, 2009a ). La Quimioterapia y la Bioquimioterapia, no se recomiendan para
el tratamiento adyuvante por su alta toxicidad y pocos resultados terapéuticos a largo plazo
(NCCN Guidelines version 3.2012 Melanoma). La inmunoterapia, representa la alternativa mas
estudiada de acuerdo a las caracteristicas de este tumor, altamente influenciable por el sistema
inmune. El INF a altas dosis al igual que en el melanoma de alto riesgo, es la indicacion,
excepto en el estadio lllc con metastasis en transito (Petrella y cols., 2012, NCCN Guidelines
version 3.2012 Melanoma). Produce intensos sintomas generales, elevacion de las
transaminasas hepaticas, nausea, vomitos, mielosupresion, disfuncion tiroidea, depresién, entre
otras; esto hace necesario reducir las dosis en mas del 40% de los pacientes, por lo que esta
indicacién no debe hacerse de forma rutinaria. Es un planteamiento terapéutico a realizar con el
consentimiento informado del paciente (Kilbridge y cols., 2001; Levesque y cols., 2008). El
Interferén pegilado o de liberacion controlada, (PEG-Intron®) produce menos toxicidad que el
tratamiento clasico con IFN a altas dosis y tiene la ventaja de su administracién semanal. Sus
resultados en cuanto a SV libre de recaidas, (no asi en la SV global) motivaron el
reconocimiento de la FDA en el afio 2011 como una opcion terapéutica en el melanoma con
extension ganglionar completamente resecada. (Haushild A y cols., 2006; Eggermont y cols.,
2008; Herndom vy cols., 2012). La Inmunoterapia Activa Especifica con vacunas, produce
toxicidad minima y resultados alentadores en pacientes con enfermedad localizada de alto
riesgo. Sin embargo, estos resultados no demuestran la realidad porque en su mayoria se
obtuvieron en pequefios ensayos clinicos Fase I-Il con criterios relativos a supervivencia global

o el intervalo para la progresion que no se reprodujeron en los estudios Fase Il ( Eggermont y
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Gore, 2007; Terando y cols., 2007; Finke y cols., 2007; Rosenthal 2008). Con el panorama
anterior no puede inferirse una recomendacion terapéutica definitiva para el melanoma en
estadio de enfermedad regional o de alto riesgo. Los estudios aleatorizados multiinstitucionales
en este escenario, que incluyen entre otros a los nuevos farmacos aprobados recientemente
por la FDA para el tratamiento del melanoma metastasico, deben definir la conducta en el futuro

mediato.
Tratamiento de las metastasis en transito estadio lllc

Las metéstasis cutaneas localizadas entre el sitio primario y la estacién linfatica regional, se
denominan metastasis en transito. (N2c del pTNM). Les siguen generalmente las metastasis
sistémicas en un periodo de 6 a 12 meses (de Vita y cols., 2008). Estas metastasis son mas
frecuentes en los miembros inferiores, en curso hacia los ganglios de la region inguinal y se
presentan en cerca del 20% de los melanomas del miembro inferior. No existe un tratamiento
estandar. Las opciones son: la Cirugia (exéresis local), que debe considerarse en caso de
lesiones limitadas en nimero y tamafio y la amputacidén de un miembro como alternativa que
es viable solo por razones sanitarias. La inmunoterapia con BCG intralesional es una posibilidad
para el control local en casos inoperables que produce respuestas en el 60% de los pacientes. El
Imiquimod, inmunomodulador disponible en solucién y en crema al 5% (Imidazolquinolina),
originalmente aprobado por la FDA para el tratamiento de las verrugas producidas por Herpes
virus (HPV), resulta util en el tratamiento de lesiones cutaneas multiples, administrado
localmente o de forma intralesional, sobre todo combinado con IL-2 o IFN. Adicionalmente, la
Difenciprona, con propiedades inmunomoduladoras, también ha dado resultados combinada con
el DTIC por la IV y la Radioterapia (Good y cols., 2011). La Quimioterapia y la
Bioquimioterapia sistémica no se recomiendan; resultan muy toxicas e inefectivas dado el

caracter localizado y poco sintomatico de las lesiones (NCCN Guidelines Melanoma version 3,
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2012). La Quimioterapia regional con perfusion o infusion arterial e hipertermia, se realiza con
éxito en algunas instituciones utilizando como farmacos el Alkeran, DTIC o Cisplatino. Su
administracion conlleva técnica y equipamiento costosos y debe ser realizado por personal
entrenado con gran experiencia en el método (Boesch y cols., 2010). No existen datos
definitivos del uso de la radioterapia en estas lesiones, solo aparecen reportes aislados de

instituciones que la utilizan en tratamientos de intencién paliativa (Ballo y cols, 2004).
1.4.3 Tratamiento de la enfermedad metastésica

En la etapa IV la enfermedad es incurable. Menos del 15% de los pacientes en esta etapa
alcanzan a vivir 3 afios. El cuadro clinico puede variar ampliamente, desde una evolucion
rapida de las metastasis hasta una aparente estabilizacion por algunos periodos; por esta razén
el juicio clinico es importante para decidir el mejor tratamiento paliativo. Se debe tener en mente
la premisa de no hacer dafio. Los pacientes deben ser evaluados para evaluar el grado de
diseminacion de la enfermedad y posteriormente la posibilidad de incluirlos en ensayos clinicos,
marco donde se ofrecen las mayores oportunidades terapéuticas, se refina la utilidad y
pertinencia de los diferentes tratamientos 0 se puede tener acceso a nuevos farmacos o

tecnologias en evaluacion y/o desarrollo (NCCN Guidelines version 3. 2012 Melanoma).

La cirugia, esta indicada siempre que existan metastasis en numero limitado y resecables sin
dafio a la calidad de vida del enfermo. Esto es aplicable para metastasis cutaneas y
subcutaneas, suprarrenales, cerebrales, pulmonares y aun en el tracto gastrointestinal. Varios
autores sugieren que estas metastasectomias influyen positivamente en la induccion de una
respuesta inmune enddgena favorecedora de la SV en los pacientes (Collinson y cols., 2008;
Lee y cols., 2009; Olilla y cols., 2011, Wasif y cols., 2011), por lo que se recomienda la
realizacion de metastasectomias pulmonares, suprarenalectomias, exéresis de nodulos SC, etc.,

en los pacientes oligometastasicos (NCCN Guidelines version 3. 2012 Melanoma). La
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Radioterapia tiene valor en el control de sintomas, principalmente dolor, hemorragias,
destruccion 6sea, compresion medular y obstruccion de estructuras mediastinales. Ademas,
juega un papel crucial en el tratamiento de las metastasis cerebrales en modalidad combinada
con la Quimioterapia (Samlowsky 2007; Chen y cols., 2008; Strojany cols., 2010). Con respecto
a la terapéutica sistémica, la Quimioterapia y la Bioquimioterapia son variantes de tratamiento
validas para los pacientes en etapa |V susceptibles de reseccion quirurgica. En caso de
enfermedad diseminada, la presencia de metastasis en el SNC determina las variantes de
tratamiento, que van desde la reseccion quirdrgica de las lesiones y la Quimio-radioterapia para
los pacientes asintomaticos, hasta la Quimioterapia o el tratamiento de soporte para los

sintomaticos (NCCN Guidelines, Melanoma, versién 3, 2012).
Terapéutica sistémica de la enfermedad diseminada.

En el grafico 1 se resumen las principales opciones terapéuticas de acuerdo al grado de
recomendacién de la NCCN. La Quimioterapia con DTIC produce respuestas objetivas entre el
18 al 20% de los pacientes tratados y menos del 5% de respuestas completas. La Temozolamida
no ha mostrado mejorias en la SV, ni incluso en el intervalo libre de progresion (Serrone y cols.,
2000; Middleton y cols., 2000); es util en el tratamiento de las metastasis cerebrales por su
caracteristica farmacolégica de atravesar la barrera hematoencefélica, no requerir activacion
metabdlica y la facilidad de administracion por via oral. La IL-2 produce un 15% de respuestas
objetivas con toxicidad que puede llegar a ser grave y asociada a una mortalidad del 1 al 2%.
Las respuestas completas obtenidas son de larga duracion en el 5-6% de los pacientes
tratados. Esto motivo su aprobacién por la FDA en 1998 (Atkins, 2000, 2002, Curti y Urba,
2012). El perfil de toxicidad comprende: sindrome de pérdida del lecho capilar, hipotension
grave, insuficiencia renal, sintomas neuropsiquiatricos, etc. Este tratamiento solo puede

ofrecerse a pacientes con buen estado general y funcionamiento orgénico normal. Se ha
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intentado su uso en asociacion con el IFN, pero algunos estudios demuestran que la
combinacion no produce resultados relevantes en esta etapa clinica. (Sparano y cols., 1993). La
Poliquimioterapia se recomienda en pacientes con enfermedad rapidamente progresiva y
sintomatica. Proporciona entre el 30 al 45% de respuestas objetivas, también con alta toxicidad
y sin aumentos en la SV global( . La Bioquimioterapia se ha usado basada en las premisas de
los estudios pre clinicos que sugieren sinergia entre las combinaciones de IL-2 o IFN y farmacos
citotoxicos. Se sustenta en algunos argumentos: la sensibilidad a la inmunoterapia es superior
cuando ocurre cito- reduccién con farmacos citotdxicos. Esta concurrencia induce la
estabilizacion de blancos antigénicos en la membrana celular, estimula la respuesta inmune
mediada por la IL-2 y puede causar la alteracién de los perfiles farmacocinéticos de algunos
farmacos como la Temozolamida a través del incremento de la permeabilidad capilar y de
modificaciones metabdlicas. Por otra parte, puede aumentar la actividad citotéxica del cisplatino
al activar la cascada secundaria de citoquinas (Mitchell, 1992; Sasse y cols., 2007). La
Bioquimioterapia produce tasas de respuestas entre 40 al 65%, sin beneficios en cuanto a SV
global y con toxicidad grado IlI-IV que complica la terapéutica. De acuerdo a los resultados de
metanalisis sobre el tema, se recomienda como categoria 2b en pacientes seleccionados (Yves

y cols., 2007). No se recomienda la Bioterapia con Interferon (15% de respuestas objetivas con

una duracion media de 6 a 9 meses
Inmunoterapia basada en blancos terapéuticos

La inhibicién de los procesos involucrados en el desarrollo del tumor son blancos terapéuticos
para la inmunoterapia que han mostrado resultados alentadores ( Smalley y Herlyn., 2005). La
Antiangiogénesis, se ha ensayado con productos que van desde farmacos conocidos como la
Talidomida (Reiriz y cols., 2004), pasando por anticuerpos monoclonales inhibidores del VEGF,

asi como los pequefios inhibidores de tirosin-kinasa Sunitinib y Sorafenib, que han mostrado
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actividad en ensayos clinicos fase | (Okeke y cols., 2005; Minor y cols., 2012). Otros farmacos
con accion antiangiogénica son los Inhibidores del sistema enzimatico de la matriz
metalloproteinasa como el Sorafenib, registrado para el tratamiento del carcinoma de células
renales, pero que en melanoma, usado en combinacién con quimioterapia, especificamente
Carboplatino y Paclitaxel no produjo los resultados esperados (Haushild y cols., 2009). Con
accion antiangiogénica también estan los AcMs dirigidos contra integrinas, moléculas
relacionadas con la proliferacién celular y altamente expresadas en el melanoma,
especificamente en la fase de crecimiento vertical y en las lesiones metastasicas. Etaracizumab
es un AcM IgG1 dirigido a las avB3 integrina cuyo desarrollo se detuvo en los estudios Fase lll a
pesar de presentar resultados positivos en EC iniciales. (Mitjans y cols., 2000). Ipilimumab,
(Yervoy ® de Bristol- Myers Squibb) es un AcM que activa el sistema inmune inhibiendo la
molécula CTL4A (antigeno 4A de linfocitos citotdxicos) que suprime la respuesta inmune contra
el tumor. Fue el primer farmaco que demostré beneficios para la  supervivencia global en el
melanoma avanzado. Se aprob6 en marzo del 2011 por la FDA como tratamiento de primera y
segunda linea en esta enfermedad y como segunda linea por la EMEA (European Medicine
Agency, por sus siglas en inglés). Los EC Fase Il y Ill de este farmaco s6lo o combinado con
vacunas, IL-2 o DTIC mostraron duplicacion de la supervivencia global en pacientes en
estadios Ill y IV, lo que constituye un hecho relevante en esta enfermedad. Sin embargo, los
eventos adversos asociados con el tratamiento relacionados con su accion sobre las células T
son dificiles de enfrentar; incluyen diarrea, deficiencias endocrinas, rash cutdneo en 60% de los
pacientes (15% grados lll y IV) ademas de reacciones de autoinmunidad en el 12.9%, severas y
en algunos casos fatales ( Hodi y cols., 2010). Todo esto limita la utilizacién del medicamento y
determind la creacion de una “Estrategia de Evaluacion del Riesgo y Mitigacion de la Toxicidad”
(REMS, por sus siglas en inglés,) que debe ser aplicado a los pacientes sometidos a esta

terapéutica. Otra variante significativa de tratamiento para el melanoma avanzado Ila
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constituyen los Inhibidores de BRAF, proteina quinasa del oncogen del mismo nombre regulada
por RAS que interviene en la transformacion maligna y el crecimiento celular. Vemurafenib,
(Zelboraf® de Genentech), se aprobd por la FDA en el mes de agosto del 2011 para el
melanoma metastasico o irresecable en base a los resultados del ensayo BRIM- 3 presentados
en ASCO Meeting 2011. Este estudio comparé este farmaco con el DTIC en 675 pacientes y
produjo resultados relevantes en materia de respuestas objetivas y SV libre de progresion.
Vemurafenib puede considerarse un ejemplo de medicina personalizada en el tratamiento de
esta enfermedad, ya que requiere para su aplicacion que el test Cobas 4800 BRAF V600 sea
positivo e identifique la mutacion de BRAF en el paciente. No obstante las ventajas sefialadas
con este farmaco, las respuestas que produce duran solo un promedio de seis a siete meses,
ya que los fendmenos de resistencia intrinseca y extrinseca aparecen indefectiblemente. Se
debe sefialar que como efecto adverso caracteristico, produjo Carcinoma de Células
Escamosas cutaneo en el 26% de los pacientes tratados. c-KIT se encuentra expresado en una
minoria de melanomas, principalmente en los melanomas acrales y de las mucosas. Los
farmacos Imatinib, Sunitinib y Dasatinib, disefiados para este blanco terapéutico son utiles en
el tratamiento de pacientes con tumor que exprese esta mutacidn (Guo y col., 2011). Otra diana
molecular actualmente en estudio con resultados prometedores para la terapéutica futura del

melanoma metastasico es el Programed Death-1, o Receptor de muerte programada en los

linfocitos T activados (PD-1 por sus siglas en inglés). Un AcM humanizado contra este co-
receptor mostré resultados positivos en un ensayo clinico fase | presentado en las sesiones del
Congreso del afio 2012 de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO Meeting 2012,
por sus siglas en ingles). La terapéutica dirigida a otros blancos moleculares en esta
enfermedad, entre ellos aquellos dependientes de RAS, RAF y MEK entre otros, se explora
actualmente, con resultados prometedores en los ensayos clinicos. (Smalley y Herlyn, 2009;

Russo y cols., 2009; Soon y cols., 2010; Robert y cols., 2012)
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Inmunoterapia activa especifica

El conocimiento de que la manipulacion del sistema inmune asociada a la presencia de
antigenos tumorales es capaz de destruir tumores, ha permitido dirigir el ataque a éstos a
través de la induccion de respuestas de anticuerpos citotdxicos y células T efectoras. Las
células presentadoras de antigenos son capaces de reconocer las células transformadas y
desencadenar la activacion de los elementos de la respuesta inmune. (Wiemann y Starnes,
1994, Rosemberg, 1999). La validacion del concepto de vacunas en cancer se sustenta en este
conocimiento. La inmunoterapia activa especifica con vacunas ha sido explorada intensamente
en el melanoma metastasico en los ultimos 20 afios (Schlom y cols., 2007). Puede decirse que
su desarrollo ha ido paralelo al incremento de los conocimientos acerca de la funcién de las
células T, el uso de los adyuvantes, la generacién de subtipos de linfocitos influenciada por el
efecto de las diferentes citoquinas, y los mecanismos de reconocimiento de los antigenos a
través del Sistema Mayor de Histocompatibilidad (MHC), lo que ha permitido reconocer un gran
numero de antigenos presentes en las células de melanoma como nuevos blancos terapéuticos
y por ende, desarrollar preparados vacunales basados en ellos (Hersey y cols., 2002). Sin
embargo, los resultados obtenidos no son repetibles en los estudios Fase Ill. En el cuadro 1
se resumen las principales estrategias de vacunacion en melanoma. Cancervax de Morton y
cols., una vacuna de células completas alogénicas de melanoma, irradiadas y unida al BCG
despertd muchas expectativas en un ensayo clinico Fase Il. Si bien los resultados en cuanto a
SV global resultaron significativos, (23.1 meses comparados con los del control de 7.3 meses)
este estudio fue objeto de criticas por el uso de un control historico en lugar de uno concurrente
(Morton y cols., 1992). Canvaxin no mostré diferencias con respecto al control en la Fase IIl.
Melacine de Mitchell y cols., utilizd derivados de pared bacteriana con lisados de células
alogénicas de melanoma adyuvada con DETOX, (lipido A no toxico de la Salmonella

Minnesota). Se comparé con el régimen de Quimioterapia Darmouth (Cisplatino, DTIC,
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Vinblastina) sin diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la mediana de SV pero
con mejor calidad de vida para los pacientes que recibieron la vacuna. Se pudo demostrar
respuesta clinica especifica en pacientes con 3 diferentes tipos de alelos para HLA Clase |
(Mitchell 1997, 1998). Las vacunas de células dendriticas, cargadas con péptidos o Ags tumor
especificos en melanoma producen respuesta celular apreciable y variables respuestas clinicas
(Stein, 2011; Dillmann y cols., 2011). So6lo en cancer prostatico hormono resistente, una vacuna
de este tipo (Dendreon, Sipuleucel) logrd registro al aumentar el plazo de la SV global en estos
pacientes (Petrylac, 2006) Las vacunas contra antigenos especificos, (vacunas moleculares)
contienen antigenos tumor- especificos total o parcialmente purificados. Las mas
representativas, son las de gangliésidos, las de proteinas purificadas o de péptidos, las de
anticuerpos antiidiotipicos, y las vacunas de antigenos polivalentes (Cuadro 1). Las proteinas

de choque térmico (del inglés: heat shock protein) son moléculas que intervienen en procesos

proliferativos celulares y se han identificado como blancos para la terapia bioldgica, por participar
activamente en los procesos de tumorigénesis (Srivastava y cols., 1994; Belli y cols., 2002), pero
no han demostrado ventajas en los estudios aleatorizados. (Testori y cols., 2008). La vacuna con
el péptido gp100 asociado a IL-2 se estudio en un ensayo fase lll y mostrd buenos resultados en
cuanto a respuestas y SV libre de progresion pero toxicidad elevada relacionada con el

tratamiento con IL-2. (Schwartzentruber y cols., 2011).
1.5 Gangliésidos como blancos para la inmunoterapia del melanoma

1.5.1 Caracteristicas de los ganglidsidos, presencia en los tejidos normales y tumorales y

principales funciones.

Los ganglidsidos son moléculas que contienen acido neuraminico y son componentes de la
monocapa externa de la membrana plasmatica. Estan orientados hacia el exterior de la célula

por su porcién de carbohidrato, donde actuan como antigenos (Ags) de la superficie celular

29



Marco tedrico

(Lloyd, 1993) y pueden ser reconocidos por Acs u otras moléculas en dependencia de su
densidad en la superficie (Nores y cols., 1987). Se encuentran en las células de los mamiferos
(Fischman y Brady, 1976) y practicamente, en todos los vertebrados (Wiegandt, 1985). Por sus
caracteristicas estructurales pertenecen a la gran familia de los glicoesfingolipidos, y es
distintivo en ellos la presencia de uno o mas residuos de acido siélico en sus dominios
oligosacaridicos. La mayor parte de las funciones atribuidas a los gangliésidos estan vinculadas
a las interacciones que median entre esta region y otras moléculas (Stults y cols., 1990). La
expresion de los gangliésidos en la superficie celular varia de acuerdo al tipo de célula, érgano
y especie (Seyfried y cols., 1982) y esta sujeta a cambios durante el desarrollo ontogénico (Yuy
cols., 1988), con la edad de los individuos (Svenerholm y cols., 1989) y en diferentes etapas del
ciclo celular. La diversidad de residuos sacaridicos crea una variedad de epitopos que pueden
ser reconocidos por diversos Acs y moléculas. Han sido implicados en la interaccién con
ligandos solubles u organismos enteros, independientemente de su pequefio tamafio. Pueden
constituir receptores de IFN (Wiegandt, 1985), actuar como mediadores de las interacciones
célula-célula. (Thomas y Brewer, 1990). Tienen un importante papel en la regulacién de los
eventos relacionados con la proliferacion celular a través de la modulacién de proteinas de la
membrana donde funcionan como receptores, transductores y transportadores (Hakomori,
1990). Los gangliésidos se conocen también como supresores de la respuesta inmune (Shurin
y cols., 2001) y se encuentran relacionados con la diferenciacién celular. Los mas comunmente
encontrados son el N-acetil GM3, presente en tejidos normales humanos y animales y el
NGlicolil GM3, practicamente ausente en tejidos normales humanos y de pollos, pero presente
en varios tumores de origen neuroectodérmico como los pediatricos Neuroblastoma y T. de
Wilms lo que orienta hacia su posible papel en la diferenciacién de los tejidos y el proceso
oncogénico. (Scursoniy cols., 2010, 2011). Estan presentes también en Melanoma y cancer

mamario (Carr y cols., 2000) de colon, recto, estomago, higado y pancreas (Blanco y cols., 2011
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ayb). En el caso de NeuGc es evidente su baja expresion en tejidos normales de alta
replicacion pero estan presentes en los tumores, incorporados a través de la dieta.
(Tangvoranuntakul y cols., 2003). Estas moléculas juegan un importante papel en la progresion
tumoral y en la metastatizacion, ya que afectan multiples eventos en la respuesta inmune al
actuar como factores solubles en la inmunosupresion inducida por los tumores. (Ladish y cols.,
1987, Birkle y cols., 2000; De Ledn y cols., 2006; Labrada y cols., 2010). Los gangliésidos mas
expresados en melanomas son el GM3 y el GD3 (GD3>GM3); juntos alcanzan el 80 % del total
de gangliosidos. (Portoukalian y cols., 1979). El patron que presentan en el melanoma humano
es de considerable interés. Los melanocitos normales contienen, predominantemente, el
gangliésido GM3, en tanto que la expresién de GD3 se incrementa después de la
transformacion neoplasica. Por esa razon, cuando el melanoma progresa a variantes altamente
metastasicas hay una variacion pronunciada en la relacion GM3:GD3 (Ravindranath y Morton,
1991). La proporcion GM3:GD3 se invierte durante la desdiferenciacion de melanocitos (15:1) a

células de melanoma (1:16) (Ravindranath y cols., 1989).
1.5.2 Inmunogenicidad de los gangliésidos

Los ganglidsidos son reconocidos como antigenos tumor asociados y se consideran blancos
para la inmunoterapia activa especifica. Esta afirmacion, sin embargo, ha sido por largo tiempo
objeto de debate debido a su naturaleza timo- independiente, que los hace poco inmunogénicos
(Zhang y cols., 1997). Esto se debe entre otras razones a su composicion quimica: su
estructura compuesta de grupos quimicos sencillos de naturaleza oligosacaridica no encierra
secuencias que puedan constituir epitopos T para la cooperacion celular entre linfocitos Ty B
en la respuesta inmune (Livingston, 1991). La inmunizacién con gangliésidos, generalmente,
conduce a respuestas de Acs de isotipo IgM y de baja afinidad. Estas respuestas son casi

siempre de corta duracion, y los titulos séricos no se incrementan con las administraciones

31



Marco tedrico

posteriores del inmunogeno, lo cual indica la presencia de una respuesta primaria carente de
linfocitos B de memoria y de maduracién en cuanto a la afinidad para las inmunoglobulinas
producidas. Todas estas caracteristicas corresponden a una respuesta clasica a Ags. Timo-
independientes (Livingston, 1995). Es por ello que en la inmunoterapia activa contra los tumores
utilizando los gangliésidos como blancos, se debe incrementar la inmunogenicidad de estos
Ags y al mismo tiempo, involucrar a las células T, de manera tal que se logre una respuesta
secundaria de Acs, especificamente Acs IgG de alta afinidad ( Livingston ,1995; Estévez y
cols., 2000). Los gangliésidos que contienen la forma Nglicolilada del acido sialico, son
antigenos heterofilos (ausentes en tejidos normales y presente en los tumorales) (Kawai y cols.,
1991). Tienen esta condicién debido a la delecién en la zona carboxi terminal del gen que
codifica para la enzima CMP hidroxilasa (Malykh y cols., 2001). Esto les confiere mayor

inmunogenicidad a diferencia de la forma N- acetilada.
1.5.3 Relacion del acido N- glicolil neuraminico y el melanoma.

Existen evidencias que relacionan al acido N Glicoliineuraminico como antigeno  tumor

especifico en el melanoma.

o Titulos significativamente elevados de anticuerpos IgG e IgM preinmunes contra una
glicoproteina bovina que contiene el antigeno Hanganutziu Deicher (HD), que es el
acido sialico N-Glicolilado (Koda y col., 1994), evidenciaron un mejor curso clinico en

pacientes con melanoma en estadio Il (Nakarai y cols., 1990).

e Pacientes tratados con un oncolisado de 4 lineas de melanoma y vaccinia virus, que
desarrollaron anticuerpos anti- NeuGcGM3 de isotipo 1gG, presentaron evidencias de

aumento de SV libre de progresion (Doré y cols., 1990).

e El antigeno heterdfilo Hanganutziu-Deicher (HD) correspondiente al glicoconjugado del

acido N Glicolineuraminico estad presente en numerosos tumores y lineas celulares
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tumorales humanas, no asi en los tejidos normales (Koda y cols., 1994, Malykh y cols.,

2001).

e EI AcM murino 14F7, un IgG1 murino anti-Nglicoli GM3 demostré intenso

reconocimiento en células de melanoma primario (Carr y cols., 2000).

Lo ultimo justifica la posible utilizacién del NeuGcGM3 como antigeno dentro de una formulacion
vacunal para el tratamiento del melanoma. La inmunogenicidad de esta molécula es superior al

NeuAcGM3 al tener la forma Nglicolilada.
1.6 NeuGcGM3 como blanco para la Inmunoterapia especifica: formulaciéon NeuGcGM3/VSSP
1.6.1 Neisseria meningitidis y sus componentes: capacidad adyuvante

La Neisseria meningitidis es una de las dos especies patégenas del género Neisseria. Esta
bacteria es un diplococo Gram-negativo, (meningococo) que presenta dos membranas celulares
separadas por una lamina de péptido glicano. En la membrana externa el 50 % esté constituido
por moléculas anfifilicas de lipopolisacérido (LPS), endotoxina principal de la bacteria. Otros
componentes importantes son las diversas proteinas transmembranarias. Los meningococos,
de forma espontanea liberan vesiculas naturales de membrana externa (VNME) que se han
utilizado como adyuvantes, transportadoras de Ags y también en la generacion de vacunas anti-
meningitis. Las vacunas anti-meningococo que estdn en uso consisten precisamente en
vesiculas de membrana externa a las que se les elimind parte de LPS. Estas formulaciones en
humanos, demostraron su inmunogenicidad y su capacidad de generar altos titulos de Acs
bactericidas (Sierra y cols., 1991 y Bjune y cols., 1991). Para utilizar las VNME como
transportadores y adyuvantes se desarrollaron también nuevas tecnologias como los
proteosomas generados por Lowell y colaboradores, en los cuales las proteinas de membrana
forman unas estructuras multimoleculares en forma de vesiculas membranosas de 60-100 nm

de didmetro (Lowell y cols., 1988). La conjugacion hidrofébica de péptidos poco inmunogénicos
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a los proteosomas, indujo altos titulos de IgG en ratones sin el uso de adyuvantes adicionales.
Estos proteosomas también se utilizaron para inducir respuesta especifica al gangliésido GD3,
altamente expresado en algunas células tumorales. El gangliésido GD3 incorporado a los
proteoliposomas de Neisseria meningitidis indujo Acs de isotipo IgM capaces de inducir CDC,
pero no se detectaron por ELISA Acs de isotipo IgG (Livingston y cols., 1997). Esta tecnologia
se aplicd a los gangliésidos para aumentar su inmunogenicidad con el objetivo de lograr

respuestas apreciables de anticuerpos en la inmunoterapia con estas moléculas.
1.6.2 Inmunoterapia activa especifica con la formulacion NeuGcGM3/VSSP

La incorporacion del NeuGcGM3 en proteoliposomas de muy pequefio tamafio, (tecnologia
VSSP) coloco a los gangliésidos en el marco de los ligandos de la potente inmunidad innata a
los gérmenes gram negativos, con el aumento consecuente de su inmunogenicidad y la
conservacion de su estructura antigenica intacta. La dramatica reduccién del tamafio de estas
particulas (nanoparticulas), permite que las soluciones con VSSP sean transparentes y puedan
esterilizarse con filiros de membrana de 0.22 pm, contrariamente a otras preparaciones
vacunales como las utilizadas por Livingston y la vacuna antimeningococcica del tipo B (Sierra'y
Campa, 1991; Livingston, 1997). Los estudios de la inmunogenicidad de NeuGcGM3/VSSP
demostraron en ratones y pollos altos niveles de anticuerpos antigangliésidos de tipo IgM e IgG,
en la respuesta medida por inmunotincion cromatografica de placa fina. (Estévez y cols., 2000).
Datos pre clinicos muestran la actividad antitumoral de la formulacién vacunal por las vias IM 'y
SC en ratones (Labrada y cols., 2008). La restauraciéon de los mecanismos de la respuesta
inmune con la vacunacion propicia el cambio de patron de respuesta Th-2 a Th-1 (Estévez y
cols., 2000). Ademas se demostro la presencia de respuesta de Igs con subclases del patrén
Th1 en ratones (IgG2a+IgG2b > IgG1) y con esto, la maduracion de las células dendriticas, la

activacién de las células NK 'y la generacién de linfocitos CD8+, todas ellas, células que se
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conoce ofician la respuesta antitumoral (Labrada y cols., 2010 a, b, ¢). Esta vacuna resulto
segura cuando se administrd a ratas a dosis repetidas por las vias IM y SC (Informes
CENPALAB Cddigos NGDR0802 y NGDR0203). También demostré ser segura e inmunogénica
administrada a pacientes con carcinoma de mama avanzado o metastasico y generd Acs de
isotipo IgM, 1gG e IgA, con patrén Th1. Adicionalmente, los sueros post inmunes en estas
pacientes demostraron capacidad citétoxica mediada por el complemento y reconocimiento en
el tejido tumoral mamario (Carr y cols., 2003). Los Acs anti-NeuGcGM3 juegan un papel
importante en la disminuciéon del estado de inmunosupresién causado por los ganglidsidos
(Peguet-Navarro y cols., 2003; Crespo y cols., 2006; de Le6n y cols., 2006 y 2008). Mulens y
cols. demostraron su capacidad de secuestro de ganglidsidos, lo que permite la reduccion de la

accion inmunosupresora de estas moléculas. (Mulens y cols., 2010)

NeuGcGM3 como blanco terapéutico cumple esencialmente los principales criterios del NCI
para la priorizacién de moléculas en la inmunoterapia del cancer: Presencia apropiada en los
tumores y no en los tejidos normales, Oncogenicidad, Inmunogenicidad y por ultimo su funcion
terapéutica (Cheever y cols., 2009; Ferndndez y cols., 2010). La utilizacién de la vacunas
NeuGcGM3/VSSP puede ser una oportunidad mas para los pacientes con tumores que

expresen esta molécula.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

El universo de estudio para este trabajo de tesis estuvo constituido por pacientes con criterio
diagndstico de Melanoma Cuténeo y/o Ocular Avanzado e irresecable, en estadios IV o con
enfermedad metastasica evolutiva, provenientes del Servicio de Tumores Periféricos del INOR 'y
el Hospital Universitario Docente (HUD) Celestino Hernandez Robau, de Villa Clara. Recibieron
el tratamiento en el Servicio de Quimioterapia Experimental del INOR y el Servicio de Oncologia
del HUD Celestino Hernandez en el periodo de tiempo transcurrido entre Octubre del afio 2000

y febrero del 2009.
2.1 Estrategia

Para alcanzar los objetivos propuestos, se disefiaron 2 ensayos clinicos Fase I-Il dirigidos a
evaluar 2 vias de administracion diferentes: la via intramuscular y la subcutdnea. Ambos estudios
se aprobaron de forma independiente por el Centro Estatal de Control de los Medicamentos
(CECMED) (Anexos 1a'y 1b) y contemplaron un escalado de dosis del preparado vacunal. Su
descripcidn se realizara en el acapite destinado a cada ensayo clinico de acuerdo a su via de
administracion. La expresion del gangliésido NeuGcGM3 en los tumores primarios y en las
metastasis locoregionales se estudio en las biopsias disponibles y Utiles para los estudios de

inmunotincion de los pacientes con melanoma incluidos en estos ensayos clinicos.
2.2 Seleccion de pacientes

En ambos estudios los pacientes se asignaron de forma abierta y secuencial a los niveles de

dosis propuestos y se seleccionaron de acuerdo a los siguientes criterios:
2.2.1. Criterios de Inclusion y exclusion
Criterios de inclusion

¢ Confirmacion histologica de melanoma maligno

36



Materiales y métodos

e Edadentre 18y 70 afios
e Estado general < 2 de acuerdo a los criterios de la OMS. (Anexo 2)
e Expectativa de vida = 6 meses.
e Con parédmetros de laboratorio clinico normales:
Hematologicos:
HB > 10,5¢g /Leucocitos totales = 4 x 10°
Neutrdfilos: = 2 x 109
Plaquetas = 150 x 103
Hepaticos:
TGP- TGO, Fosfatasa alcalina y Bilirrubinas < 3 veces el valor méaximo valido para la institucion.
Renales:
Creatinina; <135 umol/L
e Con terapéutica previa finalizada 4 semanas antes
e Consentimiento informado firmado.

e Prueba de embarazo negativa en mujeres en edad fértil, y uso de métodos

anticonceptivos.
Criterios de Exclusion:

e Pacientes con mas de 7 meses transcurridos desde el diagnéstico de la enfermedad

metastasica

e Con metastasis cerebrales

e Enfermedades crénicas descompensadas
37



Materiales y métodos

e Con infecciones agudas o crénicas, o serologia positiva para Hepatitis B, C o VIH.

e Enfermedades psiquiatricas

¢ Antecedentes de alergias severas

e Enfermedades autoinmunes descompensadas

Embarazadas o lactando
2.3. Consideraciones éticas

Los estudios se realizaron bajo los principios éticos regidos por la Declaracion de Helsinki
ratificada y enmendada en la 52% Asamblea General de Edimburgo, Escocia, de octubre del
2000, posteriormente con enmiendas hasta 2009 (Anexo 3). Los protocolos de investigacion se
sometieron para su aprobacion al arbitraje de los Comités de Etica del INOR (Anexo 4C, IM, 4E,

SC) y el HUD Celestino Hernandez (Anexo 4D).
2.3. 1 Informacion a los sujetos y obtencion del consentimiento informado.

Toda la informacion relativa a la investigacion se suministrd en presencia de un familiar o
allegado. Los pacientes tuvieron la oportunidad de preguntar sobre los pormenores del ensayo,
asi como el tratamiento que se ofreceria en caso de aparecer efectos adversos. EI documento
del Consentimiento Informado se confecciond de acuerdo a lo reglamentado en el Manual de

Buenas Préacticas Clinicas segun la International Conference of Harmonisation (/ICH, por sus

siglas en inglés) e incluy6 entre otros, los objetivos del estudio, los beneficios esperados,
tratamientos de referencia, riesgos e inconvenientes y se entregd con el tiempo suficiente para
ser analizado, con una copia para conservar (Anexos 5 a, IMy 5 b, SC). Se les explicé la no
obligacion a participar en el estudio, ademas, si habia negativa a participar o el deseo de
abandono en cualquier momento, no tendrian que dar explicaciones y esta situacién no afectaria
sus cuidados médicos posteriores.
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2.4 Expresion del gangliésido NeuGcGM3 en las biopsias

La expresion del gangliésido NeuGcGM3 en las metastasis se evalué en las biopsias
disponibles de los pacientes incluidos en el ensayo clinico. El estudio del reconocimiento se hizo
por técnicas de inmunohistoquimica con el AcM 14F7 especifico contra el ganglidsido
NeuGcGM3, evaluandose el tumor primario y las metastasis en los casos en que se disponia

de los bloques de parafina con las muestras del tumor.
2.4.1 Procedimiento Inmunohistoquimico.

Se obtuvieron secciones de tejido fijado en formalina al 8% e incluido en parafina de 5 pm,
cortados por medio de un micrétomo Leitz 1512, Alemania. Las muestras se mantuvieron a 70
C por 1 h, se desparafinizaron y rehidrataron en series descendentes de porciento de etanol, se
bloqued la actividad peroxidasa enddgena en 0,03% de perdxido de hidrogeno en metanol
absoluto por 30 minutos (min). Todos los cortes se mantuvieron en agua destilada por 10 min
para su rehidratacion y después pasarlas por solucion de TBS por 5 min mas. Después de esto,
se bloqued la reactividad de todas las proteinas tisulares con una solucion comercial
(DakoX0909, Carpinteria, EE.UU.) 10 min a temperatura ambiente (TA) para reducir la tincion
inespecifica. Las ld&minas se incubaron con el anticuerpo monoclonal 14F7 (10ug/mL) por
espacio de 1 h en camara humeda, y después con homogeneizador biotinilado universal y
estreptavidina-Fosfatasa Alcalina (Dako K0678, Carpinteria, EE.UU.); 30 min cada paso. Se
sustituyo el 14F7 por tampdn tris salino (TBS del inglés tris buffer saline) y se usé una muestra
de carcinoma ductal infiltrante de mama como controles positivo y negativo respectivamente
entre las incubaciones. Las muestras se lavaron con TBS por 10 min. La actividad enzimatica
se detectd con una solucién comercial de fucsina (un cromdgeno rojo) (Dako K0678, Carpinteria,

EE.UU.) para evitar confusién con la melanina. Después, se realizé la tincidén de contraste con
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hematoxilina de Mayer (Dako S2020, Carpinteria, EE.UU.) y se montaron en medio acuoso

(Dako S3025, Carpinteria, EE.UU.) para su observacion en el microscopio 6ptico.
2.4.2 Evaluacion de los resultados de inmunoreconocimiento por el gangliosido NeuGcGM3.

La intensidad de la reaccidn se estim6 cualitativamente y se expresé como sigue:Negativa (-),
Débil (+), Moderada (++), e Intensa (+++). Se usaron combinaciones de estos patrones para
expresar niveles intermedios de expresion. El % de células reactivas (células positivas) se estimo
en las areas mas representativas del tumor con un lente 10X y se les dio puntaje de 0 a 3,
donde 0 representd la ausencia de inmunotincion en las células tefidas (negativa hasta 5%),
uno (6-25%), dos (26-50 %) y tres (mas del 50%) . Los resultados se sometieron a la

consideracion de dos observadores para emitir la evaluacion final.
2.5 Evaluacion de la sequridad

El monitoreo de la toxicidad aguda y subaguda se realiz6 en todos los pacientes por medio del
examen fisico general en todas las inmunizaciones y el control de los signos vitales previo al
tratamiento y a las 2 horas de la administracién del producto. Los eventos adversos (EAs) se
clasificaron de acuerdo a los Criterios Comunes de Toxicidad (CTC) version 02 para el ensayo

por la via IM (Anexo 6a) y a la CTC version 03 para el ensayo por la via SC (Anexo 6b).
2.6. Tratamiento
2.6.1 Naturaleza y presentacion del preparado vacunal,

La vacuna, de naturaleza molecular, se obtuvo en la Direccion de Desarrollo del CIM. Esta
compuesta por el gangliésido NGlicoliGM3 (NeuGcGM3) incorporado hidrofébicamente al

complejo de proteinas de membrana externa de Neisseria meningitidis donde se conforma, un

proteoliposoma de muy pequefio tamafio (VSSP) (del inglés very small size proteoliposome). El

gangliésido se obtuvo a partir de eritrocitos de caballo, por una modificaciéon del método de Folch
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(Folch y cols., 1957). La vacuna NeuGcGM3 /VSSP se presentd en bulbos de vidrio 2R Norma
DIN 58 366, transparentes, incoloros, con capacidad para 2 ml, y tapa slip-off color blanco con
tapon de goma calidad farmacéutica inyectable segun la norma correspondiente etiquetados
como “preparado vacunal’, con un contenido de 0,5 ml de la solucién estéril de la vacuna con
aspecto transparente, libre de particulas sedimentables, disueltos en una solucién tampon, de
Tris-(hidroximetil)-aminometano (0,97 mg) y acido clorhidrico (0,09 mg) en agua para inyeccion
(csp 0,50 ml). Se presenta a una concentracion de 0.61 £0,2 mg/ml de NeuGcGM3. EI mismo
tipo de envase se utilizd tanto cuando la vacuna se administré por via subcutanea como por la

via intramuscular.

El Montanide ISA 51 (para la administracién del preparado vacunal por la via IM) se presento
en bulbos 2R con 0,3 ml/ de Montanide Isa 51 norma DIN 58366 de vidrio color ambar neutro en
masa y en la superficie, clase hidrolitica | con tapon de, goma de 13 mm calidad farmacéutica
inyectable, retapa flip off de 13 mm color azul, etiquetados como “Adyuvante” con 0,5 ml del
producto estéril, color amarillo claro, transparente y viscosidad media. Compuesto por aceite
mineral 92/88 (Drakeol 6VR) (peso %) y octadronato de Manitol anhidro (Montanide 80) 8/12

(peso %). Ambos bulbos se conservaron a temperatura entre 2-8° C evitando su congelacion.

Los lotes de vacuna se prepararon de acuerdo a las Buenas Practicas de Manufactura del

Centro de Inmunologia Molecular (Estévez y cols., 2000).
2.6.2 Justificacion de las dosis a emplear.

La seleccion de los niveles de dosis se realizd de acuerdo a los resultados de los estudios
preclinicos de toxicidad a dosis repetidas, realizados en ratas Cenp. Sprague-Dawley. Estos
estudios mostraron un perfil de seguridad de dosis hasta 10 veces mayor a la solicitada para
evaluar en humanos, tanto para la via IM como la SC. (Informe toxicidad NeuGcGM3. Cenpalab,

julio 2003)
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2.6.3 Disponibilidad del preparado vacunal:

Las vacunas se suministraron por el Departamento de Inmunofarmacologia del CIM a los
farmacéuticos responsables de la contabilidad de los productos de investigacion en cada centro.
Se entregaron a los investigadores responsables en el momento del tratamiento de cada
paciente y mediante la receta correspondiente. Los bulbos presentaban una etiqueta con la
especificacion “Para Ensayo Clinico” y datos referentes a: nombre, numero de lote de
produccion, concentracion de ganglidsido, fecha de fabricacion, fecha de vencimiento y

temperatura de almacenamiento.
2.6.4 Célculo del volumen a administrar segun nivel de dosis:

Este calculo se realizd siempre por el promotor de acuerdo a la concentracion de los bulbos y se
envid por escrito con la documentacion de cada lote por medio de una planilla confeccionada por
los productores y aprobada por el Departamento de Aseguramiento de la Calidad del CIM. El

Investigador revisé los datos cuidadosamente antes de la administracion a cada nuevo paciente.
2.6.5 Metodologia de la administracion intramuscular.

e El volumen a administrar de la formulacién vacunal se extrajo a través de la tapa de
goma del bulbo con jeringuilla desechable de 2 ml, atéxica y libre de pirdgenos. Los

bulbos se desecharon luego de ser utilizados.

e Para la preparacion de la emulsion vacuna/Montanide ISA 51 se procedi6 a inyectar el
contenido del bulbo de la vacuna en el bulbo del Montanide ISA 51 agitando repetidas
veces. Ademas, se inyectd y eyectd hasta 10 veces la mezcla con el objetivo de obtener

una emulsion final homogénea de donde se tomd el volumen a administrar.

e El volumen calculado previamente de acuerdo al lote (segun las especificaciones del

productor) se cargd en jeringuilla de 2 ml de 1/10, sin émbolo de goma (para evitar la
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reaccion de la goma con el adyuvante oleoso)

o Esta jeringuilla se us6 en el proceso de administracion de la vacuna pero con diferente

aguja.

e La administracion se realizd por la via intramuscular en la regién deltoidea, siempre
que no hubiera vaciamiento ganglionar, con agujas calibre 20G siguiendo las normas de

esterilidad y asepsia adecuadas.

En caso necesario, se administraron otros tratamientos concomitantes o concurrentes con
medicamentos no oncoespecificos, tales como: analgésicos, antipiréticos, (Dipirona 600 mg por
via IM), antihistaminicos (Difenhidramina 20 mg IM), antieméticos: (Metoclopramida 10 mg IM) y
otros de soporte paliativo, ademas de los tratamientos de control de enfermedades cronicas
como Hipertension arterial, Diabetes Mellitus, etc. El carro de paro estuvo presente en todas las

inmunizaciones para hacer frente a cualquier evento adverso grave.
2.6.6 Metodologia de la administracion subcutanea

e El volumen a administrar se carg6 en jeringuilla de 1ml de 1/100 6 2 ml de 1/10, se
aseguro el volumen necesario segun la dosis, con aguja 23 G. Esta jeringuilla también

se usd en el proceso de administracion de la vacuna pero con diferente aguja.

e El preparado vacunal se inyecté por via subcutanea, con agujas calibre 26G, siguiendo

las normas de esterilidad y asepsia.

e Enlos casos que el volumen a administrar sobrepasara 1 ml, se dividié en subdosis y su
administracion se realizd en sitios anatomicos diferentes, excepto en aquellos donde

existia vaciamiento ganglionar previo, se siguié el siguiente orden de preferencia:
a) Extremidades superiores, (antebrazo y brazo).

b) Extremidades inferiores (region posterior de la pierna).
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c) Regiones para vertebrales dorsales.

e El o los sitios escogidos para la administracion de la vacuna se mantuvieron durante

todo el tratamiento de cada paciente

e Aligual que en el protocolo de administracion IM, se tomaron medidas para hacer frente

a eventos adversos severos 0 muy Severos.
2.6.7 Esquema de inmunizacion

En ambos estudios los pacientes recibieron las primeras 5 dosis cada 14 dias (fase de
induccion) y el resto cada 28 dias (re- inmunizaciones) hasta completar 9 en el caso del primer
estudio y 15 en el segundo ensayo clinico. Se continuaron la re- inmunizaciones previa
aprobacion del paciente en caso de observarse respuesta objetiva, 0 en caso de progresion,

pero sin compromiso de la capacidad funcional.
2,7 Evaluacion de la respuesta antitumoral

La evaluacion de la respuesta anti-tumoral se realizé cada cuatro meses por medio del examen
fisico, exdmenes complementarios de laboratorio clinico y estudios imagenoldgicos (Tomografia
axial computarizada segun sitio de metastasis y de craneo para descartar metéstasis cerebrales,
Radiografia de Torax, Ecografia abdominal y de partes blandas segin un cronograma
confeccionado al efecto. Los resultados para la evaluacion de la respuesta antitumoral para
tumores solidos se clasificaron segun el Criterio de Respuesta para la Evaluacién de Tumores

Sdlidos Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST, por sus siglas en inglés) version

del afio 2000 (anexo 7). El seguimiento clinico se efectud hasta el fallecimiento del paciente a

partir de la inclusion en el ensayo.

2 .7.1 Documentacion de Eventos Adversos (EAs) y respuesta antitumoral.
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Para optimizar la recogida de datos sobre los EAs, se entregd a todos los pacientes un modelo
confeccionado al efecto para el control de los mismos después de las 2 horas de inmunizacién y
hasta la proxima consulta, los cuales eran incorporados a la historia clinica del paciente y al
registro de EAs del Cuaderno de recogida de datos (CRD) en el acépite correspondiente a cada
inmunizacion (anexo 8). Siempre que fue posible se documentaron los eventos por medio de
fotografias digitales realizadas a los pacientes en el sitio de investigacion y en el caso de la

respuesta antitumoral por medio de imagenes (TAC).
2.8. Evaluacion de la respuesta inmune
2.8.1 Inmunidad humoral

En este estudio sélo se evalud la inmunidad humoral. Se consideraron positivos los titulos por
encima de 1/80. Las muestras de sangre se recogieron antes de la primera inmunizacion (dia
0), dia 56 (final del periodo de induccion) y cada 2 meses hasta completar el afio de tratamiento)
y se procesaron en las instalaciones del laboratorio de Inmunologia del INOR y el Departamento
de Vacunas del CIM. Se extrajeron 10 ml de sangre para los estudios humorales en tubo sin
heparinizar, se incubaron durante 1 hora a 37 ° C y luego a 4 ° C durante 30 min,
posteriormente se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 min a TA. Los sueros asi obtenidos se
conservaron a -20° C para su posterior utilizacion, separados en alicuotas de 1 0 2 ml. La
evaluacion de la respuesta anti-gangliésido se realizd por un ensayo inmunoenzimatico,

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, por sus siglas en inglés). Brevemente: los

gangliésidos (NeuGcGM3, NeuAcGM3 y NeuGecGM2) (200 ng/pozo) en 50ul de metanol, se
secaron en placas de poliestireno de 96 pozos (PolySorp, Nunc, Dinamarca) por 90 min a 37°C.
Posteriormente, las placas se lavaron con solucién tampon fosfato salino con Tween 20 (0.05%
vol/vol). Las muestras de suero se incubaron toda la noche a TA. Después de lavadas con el

mismo buffer, se les agregd anti IgM, IgG o IgA humana biotinilada. Estos 3 Acs se generaron
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en cabras (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc, West Grove, PA), incubandose por 1,5
horas a 37°C. Después de un nuevo lavado, se afiadié la fosfatasa alcalina conjugada con
Estreptavidina (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc, West Grove, PA) en las mismas
condiciones de incubacion. Las placas se lavaron otra vez y se afiadié como sustrato p-
nitrofenilfosfato (Sigma Chemical Co, St Louis, MO) en solucién buffer dietanolamina (pH 9.8) y
se incubaron por 30 min. Las absorbancias se midieron a 405 nm con un lector ELISA (Organon

Teknika, Salzburg, Austria)
2.9. Aseguramiento de la calidad.

Los estudios imagenoldgicos (Sonografia y Rx) se realizaron en el Servicio de Imagenologia del
INOR; los estudios de TAC en el Instituto de Neurologia, en el Hospital Hermanos Ameijeiras
(HHA) o en el Centro de Investigaciones Médico Quirdrgicas (CIMEQ). Los laboratorios clinicos
del INOR y del HUD Celestino Hernandez Robau realizaron los estudios hemoquimicos y de
hematologia. Se completaron 30 monitoreos por parte del centro promotor para comprobar la
calidad de los datos. EI EC con la vacuna administrada por la via IM no recibi6 auditorias. El
segundo ensayo, con la vacuna administrada por la via SC recibié dos, ambas por parte del
Centro Coordinador Nacional de Ensayos Clinicos (CENCEC) y el CIM, respectivamente.
Existieron intercambios mensuales entre los investigadores clinicos y los del centro promotor a
través de la comunicacion personal, correo electronico y la realizacion de varios talleres
clinicos: de inicio del estudio, de discusién clinica de la marcha del ensayo y del final del
estudio. El preparado vacunal se elaboré y se entregd por el centro promotor (CIM) a las
instituciones hospitalarias de acuerdo a los Programas de Aseguramiento de la Calidad en los
Ensayos Clinicos (PACEC) del CIM y fue tratado como producto de Investigacion en los

departamentos de farmacia de ambas instituciones segun establecen las normas de las ICH.
2.10 Métodos Estadisticos Utilizados y Tamafio de Muestra
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2.10.1 Variables descriptivas generales relacionadas con las caracteristicas particulares del

paciente

Edad, sexo, localizacion del tumor primario y las metastasis, metastasis resecadas o no,

tratamiento previo, capacidad funcional (PS, por sus siglas en inglés), estado de la

enfermedad al momento de la inclusion y nimero de dosis recibidas.

Variables principales de respuesta:

e Toxicidad

e Respuesta inmune humoral.

Variables secundarias relacionadas con la respuesta clinica:

e Respuesta clinica antitumoral y tasa de SV global

e Tasade SV global

2.10.2 Anélisis y pruebas estadisticas realizadas con las diferentes variables del ensayo.

Variable Tipo de analisis

Variables Media, mediana, porcientos y rangos.

descriptivas

3 L Tasa de supervivencia a diferentes tiempos, Métodos de
upervivencia Kaplan  Mei | estadiarafo d Log-rank

Global aplan Meier y el estadigrafo de og-rank para

Respuesta  inmune
humoral

Toxicidad

Comparaciones de curvas de SV.

Prueba de Duncan para comparaciones multiples Analisis
de varianza de Donovan

Frecuencia y grado de intensidad segun CTC versiones 02-
03
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Para determinar la relacion entre la respuesta clinica y otras variables pronosticas (via de
administracion, nivel de dosis, titulos de anticuerpos), se realizd un andlisis de tablas de
contingencia mediante la prueba Chi-cuadrado de independencia. Se utilizd un nivel de
significacion de 0,05 para todas las pruebas de comparacion estadistica utilizadas. La toxicidad

y la respuesta antitumoral se evaluaron de acuerdo a un analisis por intencion a tratar.
Determinacién del Tamafo de la muestra

El tamafo de la muestra por tratarse de ensayos Fase Ib/lla no se calculd previamente. El
primer estudio NeuGcGM3/VSSP/Montanide ISA 51 por la via IM se previé inicialmente con 10
pacientes por cada nivel de dosis. Adicionalmente, se incluyeron dos pacientes en el primer nivel
de dosis, para un total de 22 pacientes en el ensayo. El segundo estudio NeuGcGM3/VSSP por
via SC incluyé 20 pacientes distribuidos en grupos de 5 pacientes cada uno segun los niveles de
dosis estudiados. Posteriormente se realizd una extension de este ensayo clinico para ampliar el
estudio del nivel de 900 ug e incluir 2 niveles de dosis adicionales, (1200 ugy 1500 ug) con
el fin de ampliar la busqueda de la DMT vy la dosis Optima de la formulacién vacunal, lo que

resulté en un total de 35 pacientes en este ensayo.
Método de procesamiento de los datos

Para el analisis de los resultados se utilizé el paquete estadistico SPSS version 11.0 para

Windows.
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Expresion del ganglidsido NeuGcGM3 en tumores primarios y en
metastasis de pacientes con melanoma

INTRODUCCION

El diagnéstico de melanoma resulta en ocasiones un reto. Requiere de un numero de variables
interelacionadas entre si, que en su conjunto afirman el diagnéstico anatomo patologico de la
enfermedad. Ninguna aisladamente tiene valor diagndstico absoluto. Ellas son, la Descripcion
clinica de las lesiones y sus formas de presentacion en el paciente, la Morfologia, y por ultimo
la Inmunohistoquimica. Esta ultima variante permite el diagnéstico diferencial del melanoma
amelanico con otros tumores a través de la identificacion de su origen en el melanocito por
medio de los marcadores moleculares de estas células. No constituye un elemento
indispensable para afirmar el diagnostico de rutina en el caso del melanoma melanico. Sin
embargo, el uso de esta técnica se ha generalizado debido a que resulta particularmente Util
en la identificacion de moléculas o marcadores biologicos de utilidad terapéutica o prondstica

en esta enfermedad (Rosai, 2011).
Los Gangliésidos.

Son glicoesfingolipidos que contienen &cido sialico, y estan ampliamente distribuidos en los
tejidos humanos de origen neuroectodérmico, tanto normales como tumorales (Yamashita y
cols., 1999). Se han considerado blancos atractivos para la inmunoterapia y el diagnéstico del
cancer debido a su alta expresion en los tumores en comparacion con los tejidos normales,
ademas de su conocida relevancia en el crecimiento tumoral (Zhang y cols., 1997). Se conoce
que  NeuAcGM3 (GM3), NeuAcGM2 (GM2), y NeuAcGD3 (GD3) son los gangliésidos
predominantes en la mayoria de las muestras de queratinocitos, aunque los estudios
inmunohistoquimicos realizados con el uso de los AcMs anti-GM3 (M2590) y anti-GD3 (R24)
mostraron justamente un débil reconocimiento por esas células. Los gangliosidos del tumor se

liberan al microambiente tumoral y se unen eficientemente a las células del huésped que se
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encuentran en este microambiente (Liu y cols., 2006). El acido N-glicolii neuraminico
normalmente no se expresa en los queratinocitos normales y estd ausente debido a una
delecion parcial del gen que codifica la produccion de la hidroxilasa CMP-NeuSAc (Irie y cols.,
1998; Kawai y cols., 1991); sin embargo, en varias neoplasias malignas se describe Ila
presencia de los gangliésidos N-glicolilados (Watarai y cols., 1995; Carr y cols., 2000; Vazquez y

cols., 1995; Marquina y cols., 1996).
El AcM 14F7

Es un AcM anti- NeuGcGM3 de tipo IgG1 que, a diferencia de los demas AcM antigangliosidos,
es altamente especifico para este gangliésido. Se generé a partir de la inmunizacion de ratones
Balb/c con NeuGcGM3 /VLDL es decir, lipoproteinas de muy baja densidad (del inglés very low

density lipoprotein). Este AcM reconoci6 algunos tumores malignos de mama y melanoma (Carr

y cols,. 2000), sin embargo, no identificd otros tumores de la piel, lo que sugiere la relacién de
la reactividad de este AcM con la agresividad que caracteriza a la biologia del melanoma. Asi
mismo, mostrd inmunotincion en tumores del sistema genitourinario (préstata, vejiga y ovario)
(Blanco y cols., 2011a) y en los del sistema digestivo (estomago, colon, recto, pancreas, higado

y union gastroesofagica) (Blanco y cols., 2011b).

Los resultados iniciales de reconocimiento del AcM anti- NeuGcGM3 en melanoma y no en otros
tumores de la piel sustentaron su uso en este estudio para evaluar la presencia del gangliésido
en las muestras de melanoma primario, metastasis ganglionares de melanoma y metastasis a

distancia de este tumor.
3.1 Resultados

La mayoria de los pacientes incluidos en el estudio presentaban melanomas melanicos (51/57).
Se realizaron estudios IHQ solo en el subgrupo de pacientes donde el tumor primario no estaba

presente y en aquellos con melanoma amelanico. (6/57) La evaluacién de la expresion del
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gangliésido NeuGcGM3 se realizd a través de la tincion con el AcM 14F7 en un total de 29
biopsias de melanomas primarios y en 7 de ganglios metastasicos. Estas muestras
correspondieron a tumores de los pacientes incluidos en los dos ensayos clinicos que
componen este estudio. Adicionalmente, se estudiaron 9 muestras de piel normal proveniente
de individuos sanos y de las zonas adyacentes a los melanomas. La tabla 1 resume los
resultados. No pudo estudiarse la expresion del gangliésido en las metastasis a distancia (a
pesar de que estas fueron totalmente resecadas en 10 pacientes) porque no se dispuso de las
muestras necesarias. Esto se debié fundamentalmente a: 1) sélo se disponia de 6 bloques
pertenecientes a pacientes del INOR. 2) los bloques de parafina no reunian las condiciones
necesarias para realizar los estudios de IHQ y 3) hubo en algunos casos agotamiento de las

muestras tumorales por estudios histopatologicos previos.
3.1.1 Expresion de NeuGcGM3: melanoma primario, metastasis ganglionar y piel normal.

La piel normal adyacente al melanoma cutaneo y la de individuos sanos no evidencio
reactividad con el AcM 14F7 (fig. 1B), mientras que las células de los melanomas primarios
exhibieron una intensa tincion en la membrana y en el citoplasma. Un caso de melanoma
uveal exhibi6 una tincion heterogénea de moderada a intensa. Se observd un patrén de
reconocimiento intenso, homogéneo y finamente granular en todos los casos de melanoma
maligno cutaneo estudiados (28/28). Veintisiete de ellos eran melanicos y s6lo uno amelanico.
La reaccidn se localizé principalmente en la membrana plasmatica en mas del 50% de los

melanocitos malignos aunque también pudo observarse una tincién citoplasmatica (fig. 1D).

3.1.2 Metastasis en ganglios linfaticos.

Se observd reactividad al AcM 14F7 de moderada a intensa en mas del 50% de las células
tumorales en 6/7 ganglios linfaticos metastasicos (85.7%). El reconocimiento del 14F7 fue

homogéneo, finamente granular, y localizado en la membrana y el citoplasma de los melanocitos
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malignos (fig.1F). Una de las muestras evidenci6 un patrén de reconocimiento heterogéneo con

reaccion moderada al AcM 14F7 entre el 6-25% de las células malignas.
3.2 Discusion

El acido N-glicoliineuraminico esta ausente de los tejidos normales debido a una eliminacion
parcial del gen que codifica la produccién de CMP-Neu 5Acetil hidroxilasa (Irie y cols., 1998;
Kawai y cols., 1991). La expresion de los residuos de gangliésidos N-glicolilados en las células
neoplasicas ha sido asociada con su incorporacion a través de la dieta y al metabolismo
acelerado de estas células (Tangvoranuntakul y cols., 2003; Bardor y cols., 2005). Muchos
autores han sugerido una via alternativa a la sintesis de Neu5Gc a partir de otros intermediarios
del metabolismo celular en algunos tumores malignos humanos (Bardor y cols., 2005). En este
estudio se confirmo la ausencia de reactividad del AcM 14F7 en muestras de piel normal tal y
como fue publicado previamente (Carr y cols., 2000). Este resultado es consistente con la
ausencia de la funcion N-glicolilada en los queratinocitos normales. Se conoce que el ganglidsido
NeuAcGM3 es un componente normal de la membrana plasmatica de las células normales
humanas incluidos los queratinocitos (Carubia y cols., 1984; Dippold y cols., 1985; Kowla y cols.,
2002), de esta manera se sustenta que el AcM 14F7 es capaz de distinguir entre las funciones

N-Glicolil y N-acetil del ganglidésido GM3.

El mas estudiado de los gangliésidos es la variante N acetilada del &cido Sialico, antigeno
presente en los tejidos normales humanos (Carubia y cols., 1984; Dippold y cols., 1985; Kowla y
cols., 2002); por el contrario, el antigeno Hanganutziu —Deicher (HD) no se encuentra en los
tejidos normales humanos pero puede estar presente en una variedad de células malignas
humanas incluyendo al melanoma. El antigeno HD es un antigeno heterdfilo quimicamente
definido como un glicoconjugado (gangliésido o glicoproteina) que contiene é&cido N-

glicolilneuraminico (NeuGc) (Nakarai y cols., 1990). Kawachi y Saida sugirieron que el antigeno
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HD esta expresado en las cadenas de carbohidrato de las glicoproteinas de los melanomas, pero
no en las de los gangliésidos presentes en este tumor humano (Kawachi y cols., 1992).
Recientemente Blanco y cols. demostraron que la expresion de los gangliésidos en tejidos
frescos se encuentra localizada en la membrana celular, a diferencia de lo que se observa en
los fijados en parafina, donde se encuentra expresado en el citoplasma y la membrana. Esto se
debe a que los sistemas de inclusién en parafina pueden movilizar los gangliésidos de la
membrana al compartimiento citoplasmatico. (Blanco y cols., articulo en publicacion, 2012). La
evaluacién de glicolipidos en los tumores se realiza con métodos de extraccion diferentes al
de las glicoproteinas. En el caso de los primeros , el no reconocimiento previo del gangliésido
pudo deberse a una remocion parcial o total de los glicolipidos del tumor, pues estas
moléculas se extraen de los tejidos después del tratamiento con los solventes organicos
generalmente utilizados como parte de los procedimientos de inclusion de las muestras de tejido

en parafina (Bodd y cols., 1990).

El reconocimiento del AcM 14F7 en el melanoma maligno primario y sus metastasis linfaticas,
asi como, su limitada reaccion en los tejidos normales sustenta la idea del uso de este antigeno
como blanco terapéutico para la inmunoterapia activa y pasiva en esta neoplasia. Fue imposible
realizar el estudio de la expresion del ganglioésido en las metastasis a distancia, por no disponer
de las muestras necesarias en condiciones optimas y ademas por la baja frecuencia de

realizacion de metastasectomias en nuestro medio.
3.3 Conclusiones

e El gangliésido NeuGcGM3 se expresa en los melanomas primarios y sus metastasis
locorregionales, lo cual indica que puede ser un blanco terapéutico para la utilizacion

de la inmunoterapia en esta enfermedad.
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Ensayo clinico fase Ib/lla con la formulacion vacunal NeuGcGM3/VSSP
/Montanide ISA 51 por la via IM en pacientes con melanoma avanzado cuténeo y ocular

INTRODUCCION

Este estudio unicéntrico, abierto, no controlado y secuencial, incluyé 22 pacientes provenientes
del INOR vy utilizo el preparado vacunal por via IM adyuvado con Montanide ISA 51 (Seppic,

Francia) en dos dosis: 12 pacientes recibieron 0.2 mg y 10 pacientes 0.4 mg.
Esquema de inmunizacion.

En este caso se establecid que los pacientes recibieran 9 dosis de la vacuna en total durante el
ensayo, las primeras cinco dosis cada 14 dias y el resto cada 28 (grafico 2). Excepcionalmente,
con la aprobacion del comité de ética para la investigacion del INOR, un grupo de enfermos con
evidencias de respuesta objetiva o en progresién de la enfermedad, pero con capacidad
funcional conservada (< 2), recibi6 15 dosis 0 mas de la vacuna, siempre con la misma
frecuencia de administracion. Se permiti6 la exéresis paliativa de metastasis en caso de
progresion, sin que se interrumpiera el esquema de inmunizacion. Los pacientes no recibieron

ninguna otra forma de tratamiento oncoespecifico después de ser incluidos en el estudio.
4.1 Resultados

Desde octubre del 2000 hasta octubre del 2002 veintidos pacientes se incluyeron en el estudio.
Dieciocho de ellos se consideraron evaluables y 4 no lo fueron por no completar el periodo de
induccion del tratamiento debido al rapido progreso de la enfermedad. Las caracteristicas
generales se muestran en la tabla 2. Todos presentaron melanoma avanzado, 16 de ellos con
tumor primario cutaneo y en cuatro, ocular especificamente de origen coroideo. En dos de los
enfermos no fue posible localizar la lesién primaria ya que existia el antecedente de la exéresis
previa de una lesién que no fue biopsiada. Al momento de la inclusién, 20 de 22 pacientes
presentaron  volumen tumoral considerable, sélo en dos de ellos las metastasis habian sido
totalmente resecadas. Todos los pacientes incluidos tuvieron capacidad funcional con grado

entre cero y uno de acuerdo a la escala de la OMS. La edad media de todo el grupo fue de 50.6
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afios, con una mediana de 53 afos en un rango de 24 a 74 afios de edad. En cuanto a la
clasificacion del sitio metastasico, segun el TNM de la AJCC del 2002 (anexo 1), cinco
pacientes presentaron melanoma avanzado localmente e irresecable en piel, TCS y ganglios o
en miembros inferiores o superiores y en cinco las metastasis se encontraban limitadas a la
piel y TCS (estadificadas como M1a) ; en seis fueron M1b (metéstasis en pulmén) y se
encontraban asociadas a metastasis en piel, pero se consideraron en el grupo de metastasis en
pulmén debido a su peor pronostico. Seis pacientes se clasificaron M1c (metastasis en otras
visceras y hueso). En este estudio no fue posible medir los valores de la LDH necesarios para
establecer correctamente la etapa. Al momento de la inclusion, la enfermedad en progresion
predomind en ambos grupos. Dieciocho en total, 11 en el primer nivel de dosis y siete en el

segundo nivel.

La Cirugia fue el tratamiento primario en todos los pacientes (22/22). En cada grupo, un paciente
recibi6 IFN a bajas dosis y poliquimioterapia respectivamente previos a la vacunacion. El
numero total de dosis de vacuna recibidas fue similar en ambos niveles de dosis. Trece
pacientes recibieron mas de 10 dosis, al mantener su estado general dentro de los limites

aceptados por el protocolo del ensayo clinico.
4.1.1 Analisis de la sequridad.

Todos los pacientes desarrollaron eventos adversos (EAs) grado I-Il en el curso de las
inmunizaciones. Se reportaron un total de 331 EAs relacionados. La tabla 3 muestra sus
caracteristicas. Fueron de 3 tipos: Locales: Dolor y signos inflamatorios en el sitio de
inyeccion; Sistémicos: fiebre, escalofrios, mialgia, cefaleas, compatibles con el cuadro seudo
gripal caracteristico de la Bioterapia y Cambios cutaneos como la despigmentacion y el Vitiligo.
El perfil de toxicidad fue evidentemente mas amplio en el nivel de dosis de 400 ug con algunos

reportes de EAs grado Ill. En este nivel la toxicidad sistémica relacionada con el preparado
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vacunal fue més frecuente e intensa, asi como las reacciones locales. Se observd necrosis con
abscedacion de la region deltoidea en un paciente que obligb a cambiar el sitio de
inmunizacion. La toxicidad gastrointestinal manifestada por nauseas y vomitos fue mas intensa
también en este nivel. Estos eventos fueron reversibles y tratados con Metoclopramida 10 mg
IM. Se observé inflamacidn en las lesiones tumorales relacionada con las inmunizaciones en 2
casos, uno en cada nivel de dosis. Por otro lado, 2 pacientes presentaron reacciones de
hipersensibilidad, manifestadas por hipotension, ansiedad, taquicardia de corta duracion y
reversible con la medicacién, también uno en cada nivel de dosis. Ambos eventos remitieron al
administrar Dipirona 600 mg IM, Difenhidramina 20 mg IV e hidratacion parenteral. Los cambios
cutaneos observados, compatibles con despigmentacion y Vitiligo aparecieron en 3 pacientes
durante las inmunizaciones; en uno de ellos, hubo halos de despigmentacion en lesiones
cutaneas en regresion, (fig. 2) y en otros 2 pacientes vitiligo generalizado (fig. 3). En la
paciente 01 se observo respuesta mixta de las lesiones cutaneas: desaparicion de algunas (en
este caso asociadas a los halos de despigmentacion) junto a la progresion y estabilizacion de

otras.
4.1.2 Respuesta Inmune.
Respuesta de Acs contra el gangliésido NeuGcGM3

En siete de los 18 pacientes evaluables para la inmunogenicidad, se detectaron niveles bajos
de Acs IgM e IgG previos a la inmunizaciéon. En 14 de 18 pacientes se mostraron respuestas
de Acs de tipo IgM, 1gG e IgA. En el primer nivel de dosis, 67% de los pacientes mostré titulos
IgM e 1gG por encima de 1280 (rango maximo de 1:280 a 1:5120). El 78% de los pacientes
del segundo nivel de dosis los desarrolld por encima de 1: 2560 (rango maximo de 1:2560 a 1:
20480). El 33 % de los pacientes en este mismo nivel present6 titulos de Acs anti NeuGcGM3 de

tipo IgA superiores a 1:1280. Las figs. 4a, 4b y 4c muestran el inverso de los titulos de Acs pre
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y post inmunizacion en los pacientes vacunados que recibieron mas de 5 inmunizaciones. No se
detectaron diferencias estadisticamente significativas de las medias aritméticas durante el
periodo de inmunizacion entre los 2 niveles de dosis para IgM (p=0.44); 19G (p=0.401) e IgA,
(p=0.462) (Prueba U de Mann Whitney). Se detectd respuesta de anticuerpos para otros
gangliésidos como NeuAcGM2 y NeuAcGM3 (Fig.5). El valor de la absorbancia (405nm) contra
NeuAcGM3 y NeuAcGM2 fue menor en el primer nivel de dosis, no obstante, se observaron altas
desviaciones estandar en ambos grupos. Hubo diferencia estadisticamente significativa entre
las medias aritméticas (p<0.05) solamente en la cuarta semana para NeuAcGM3 y en la octava
semana para NeuAcGM2. Los méaximos titulos de IgM en respuesta al gangliésido NeuAcGM3
se detectaron mas temprano que para NeuAcGM2

4.1.3 Respuesta antitumoral y desarrollo de vitiligo.

La respuesta antitumoral obtenida de forma global se muestra en la tabla 4. Ocho pacientes de
18 evaluables presentaron respuestas objetivas al tratamiento (44%) y 36,4% de los 22 incluidos
en el ensayo (segun intencion a tratar). En tres de ellos el diagnostico era de melanoma uveal
(pacientes15, 16 y 18). En el primer nivel de dosis, un paciente obtuvo respuesta parcial de la
enfermedad con desaparicion de las metastasis pulmonares que durd 12 meses,
desafortunadamente, no disponemos de los estudios de TAC para el reporte del caso. Tres
pacientes (02 ,03 y 05) presentaron estabilizacion de la enfermedad entre 18 a mas de 25
meses. En dos de estos enfermos (03 y 05) fue necesaria la cirugia de caracter sanitario
(amputacion de miembro inferior) y se mantienen vivos actualmente con una supervivencia de
143 y 133 meses, respectivamente. El otro paciente (02), mantuvo estabilizacion de una
metastasis pulmonar voluminosa en el LSD por espacio de 18 meses con PS=1. Algunos de
estos pacientes se describiran en detalle en el capitulo correspondiente al reporte de casos. En
el segundo nivel de dosis una paciente (paciente 11) con reseccion total de metastasis en piel

previa a su inclusion, se mantiene libre de enfermedad (RC) 138 meses después. Un paciente
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con melanoma ocular localmente avanzado presento estabilizacion de la enfermedad por
espacio de 7 meses. Otros dos pacientes (16 y 18) también con melanoma ocular coroideo con
metastasis cutaneas a distancia resecadas totalmente en uno y el otro con lesiones dseas
multiples no confirmadas histolégicamente (detectadas y evolucionadas por gammagrafia 6sea)
obtuvieron estabilizacion de la enfermedad de larga duracion (25 y 127 meses respectivamente).

En los pacientes restantes la progresion de la enfermedad se mantuvo todo el tiempo.

Tres enfermos en el primer nivel de dosis (01, 04 y 05) presentaron manifestaciones de auto
inmunidad en forma de despigmentacion cutanea y/o vitiligo ya mencionados en el acapite del
analisis de la toxicidad. En la actualidad, cuatro pacientes de 22 incluidos en el estudio
permanecen vivos. Al analizar |a relacién entre la respuesta preinmune IgG e IgM (titulos iguales
o mayores que 1/80) y la respuesta clinica alcanzada con la vacunacion, no se obtuvieron
diferencias significativas (p=0,225) y (p=0,182) respectivamente, por el estadigrafo x cuadrado.

Los valores de las muestras que cumplian estas consideraciones fueron muy pequefios.
4.1.4 Supervivencia en pacientes inmunizados con NeuGecGM3/VSSP/Montanide ISA 51

A pesar de que no era un objetivo en este estudio Fase |, los resultados de la SV desde el
diagnéstico del estado avanzado irresecable o metastasico en los pacientes con melanoma uveal
0 cutaneo, inmunizados por via IMy segun el test de Log Rank resultan de interés. Del total de
pacientes incluidos (22) hubo una mediana de SV desde el diagndstico de la enfermedad
avanzada de 21 meses con tasa de SV al afio de 68.18% (15/22) y de 36,4% (8/22) a los 2
afos. Se realizd otro analisis de la SV con la exclusién de los cuatro pacientes con melanoma
de coroides para dar mayor homogeneidad al grupo y los resultados al afio fueron de 61% al afio
, de 33% a los dos afios y para los tres, cuatro y cinco afios del 17% (3/18) (tabla 5). Las
medianas de SV de los pacientes con titulos pre inmunes de Acs anti NeuGcGM3 de tipo 1gG e

IgM no presentaron diferencias estadisticamente significativas respecto a los que no presentaron
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Acs preinmunes: (p=0,34) y (p=0,14), sin embargo, el pequefio numero de estos dentro de los
pacientes evaluables inmunolégicamente limita cualquier comentario en este analisis estadistico.
La obtencidn de algun grado de respuesta objetiva antitumoral en los pacientes con melanoma
cutaneo avanzado irresecable o metastasico (5/18) que recibieron el tratamiento por la via IM se
tradujo en un aumento en la SV con significacién estadistica respecto a los que presentaron
progresion de la enfermedad (p=0,00). Los pacientes que obtuvieron respuesta clinica ain no
han alcanzado la mediana de SV después de 138 meses de seguimiento (fig. 6). Este parametro
no presentd diferencias estadisticamente significativas (p= 0,49) en los pacientes con diferentes
sitios de metastasis: piel, TCS, y ganglios (M1a), Pulmén (M1b) y visceral (M1c). Tampoco las
hubo entre los dos niveles de dosis estudiados (p=0,34), nien la SV de los pacientes que
desarrollaron con la inmunizacién titulos anti NeuGcGM3 de isotipo 19G o IgM superiores a la
mediana de los titulos méximos para esas inmunoglobulinas (p=0,22) y (p=0,13)

respectivamente.
4.2 Discusion.

El melanoma metastasico se conoce como una de las neoplasias mas resistentes a la
terapéutica y es aun una situacion clinica sin solucion definitiva (Agarwala, 2009b; Rosemberg y
cols., 2011; Garbey cols., 2011; Rodabe y cols., 2011; Finn y cols., 2012; Spagnolo y Queirolo.,
2012). Los resultados historicamente insuficientes de la Quimioterapia junto a la capacidad del
tumor de responder a maniobras inmunoldgicas evidenciada por las remisiones espontaneas y
las respuestas duraderas con el tratamiento con 1I-2 llevan a la necesidad de encontrar formas
de tratamiento mas efectivas y menos téxicas donde el sistema inmune del individuo sea el
actor principal. La incorporacién a la practica oncologica del Ipilimumab y el Vemurafenib,

significo un avance indiscutible en el panorama terapéutico de la enfermedad pero sin
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cambiarlo de manera definitiva. (Hodi y cols., 2010; Chapman y cols., 2011; Flaherty y cols.,

2011; Inman, 2011).

Sin lugar a dudas, la Inmunoterapia activa especifica es una alternativa terapéutica menos
comprometedora para el paciente con melanoma metastasico, conocida la estrecha relacion de
este tumor con el sistema inmune. En este estudio, la vacuna molecular
NeuGcGM3/VSSP/Montanide ISA 51 administrada por la via IM se evalud en el marco de un
EC Fase Ib/lla con el conocimiento por un lado, de la expresion preliminar del antigeno
NeuGcGM3 en el melanoma, y por otro, de la conocida capacidad inmunogénica de la
formulacion vacunal, que produjo Acs en ratones y pollos (Estévez y cols., 2000) y
posteriormente en humanos, los cuales reconocian tumores que expresaban este Ag.
Adicionalmente, sus sueros post inmunes tenian capacidad citotoxica (Carr y cols., 2003). Todo
lo anterior sugiri6 la idea de la evaluacion clinica de esta formulacion vacunal en melanoma.
En este EC, la vacuna mostré un amplio perfil de seguridad en ambos niveles de dosis
estudiados. Todos los pacientes presentaron EAs; sin embargo, éstos fueron en su mayoria
ligeros 0 moderados. No se identificd ninguna toxicidad limitante y el nivel de dosis de 200ug
resultd el mas tolerable. El DTIC, farmaco citotoxico hasta hace poco uno de los 2 Unicos
farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento del melanoma metastasico, presenta en
comparacion con esta vacuna un perfil de toxicidad mas severo, que incluye ademas de la
toxicidad local en caso de extravasacion, la depresion medular, y emesis importante (Goodman
and Gillman’s., 2006; De Vita y cols., 2008; Martindale, 2009; Jones and Bartlet, 2010). La
toxicidad de este farmaco se incrementa cuando se administra en esquemas de
Poliquimioterapia. La IL-2, inmunoterapia aprobada también para el melanoma metastasico
,presenta un perfil de seguridad muy estrecho; produce alteraciones en la permeabilidad capilar
que causan un desequilibrio hemodindmico importante, con hipotensién que pone en peligro la

vida ademas de sintomas generales y neuropsiquiatricos por lo cual se requiere la seleccion de
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los pacientes, régimen de hospitalizacion, y que su administracion se realice sélo por personal
con experiencia en su uso y dominio de los programas de mitigacion de riesgos (Atkins y cols.,
1999). Un estudio realizado recientemente mostré la aceptacion decreciente de este tratamiento
entre los pacientes con melanoma tratados en instituciones norteamericanas del 2007 al 2010
(Dillman y cols., 2012). La formulacién NeuGcGM3/VSSP/ Montanide ISA 51 no puso en peligro
la vida de los pacientes tratados. Los cambios inflamatorios en el sitio de inmunizacion
observados con la dosis de 0.4 mg pueden atribuirse al adyuvante oleoso utilizado, situacion ya
observada con otros preparados vacunales para terapias de cancer o vacunas para
contracepcion que fueron adyuvadas con Montanide ISA 51 (Aucouturier y cols., 2002). Bada y
cols. describieron previamente la induracion y la inflamacion en el sitio de la inmunizacién en un
estudio con una formulacion vacunal similar con el gangliésido NeuAcGM3 (NAcGM3
IVSSP/Montanide ISA 51) que se evalué enratas y monos con el Montanide ISA 51 como
control. Esta formulacién presenté este mismo tipo de toxicidad local incluso en los animales
que recibieron sdlo placebo junto al Montanide ISA 51 (Bada y cols., 2002; Bada y cols., 2005).
No obstante todo lo anterior, result6 dificil determinar en este pequefio EC si la toxicidad local
observada se debi6 exclusivamente al adyuvante oleoso empleado, a alguna reaccién de
idiosincrasia medicamentosa en los pacientes o si resultdé exacerbada por la formulacién vacunal
en su conjunto. En general, los Eas observados en este EC son frecuentes en otras vacunas

terapéuticas contra el cancer (Schlom., 2012).

Se detectaron titulos de Acs preinmunes de isotipo IgG e IgM en algunos de los pacientes
evaluables para la inmunogenicidad. A pesar de las implicaciones relacionadas con este hecho
para la evolucién clinica favorable de los pacientes con Melanoma que han sido descritas en la
literatura (Pourtokalian y cols., 1991; Ravindranath y cols., 2007), esta muestra resulté pequefia
para realizar cualquier analisis. La vacuna resulté inmunogénica e indujo respuesta de tipo

humoral. La formulacién utilizada es un proteoliposoma de muy pequefio tamafio (VSSP) donde
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el gangliésido es incorporado hidrofébicamente al complejo de proteinas de membrana externa
de Neisseria meningitidis (Estévez y cols., 2000). Lowell y cols., describieron el uso de estas
proteinas con antigenos peptidicos y sin adyuvantes (Lowell y cols., 1988). Al ser los
gangliésidos menos inmunogeénicos que las proteinas, en esta vacuna se decidio incorporar el
adyuvante oleoso, dado que en los estudios pre clinicos realizados en ratones, de conocida
tolerabilidad a los antigenos NeuGcGM3 y NeuAcGM3, se demostraron respuestas de Acs
antigangliosidos de isotipo IgM e 1gG con la adicion del Adyuvante Incompleto de Freund (AIF)
o del Montanide ISA 51 (una forma altamente purificada del AIF) en la administracion IM. En
ambos niveles de dosis se identificaron anticuerpos de tipo IgM, IgG, e IgA, a pesar de tratarse
de pacientes con enfermedad avanzada irresecable y metastasicos. Estos resultados de
respuesta inmune se obtienen en pacientes con grandes volimenes tumorales, donde es
conocido el hecho de que la eficacia del tratamiento con vacunas es indirectamente proporcional
al volumen tumoral (Gulley y cols., 2011). Se mantuvo la respuesta de anticuerpos de isotipo
IgM con la inmunizacién por largos periodos, a diferencia de lo que ocurre con la vacunas de
proteinas y péptidos donde la respuesta IgG es la que perdura en el tiempo (Marshall y cols.,
2006). Los titulos obtenidos resultaron similares a los observados en pacientes con cancer de
mama en estadio IV tratados con la misma formulacién vacunal (Carr y cols., 2003; Mulens y
cols., 2010). La presencia de anticuerpos del tipo IgA sérico no tuvo una correlacion clinica
positiva en la evolucion de los pacientes con melanoma uveal como describe la literatura,
probablemente debido al pequefio nimero de pacientes con este tumor incluidos en el ensayo
(Koteliansky, 1981). Adicionalmente se observé durante el periodo de inmunizacion la presencia
de Acs de isotipo IgM contra otros gangliésidos presentes en el melanoma que son
considerados Ags tumor- asociados, es decir, NeuAcGM3 y NeuAcGM2 (Zhang y cols., 1997;
Thompson, 2004). Esto pudiera considerarse una manifestacién de cierto grado de restauracion

de la inmunocompetencia de los individuos. La eliminacién de los gangliésidos, moléculas de
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conocida accion inmunosupresora (Mc Kallip. 1999; de Ledn y cols., 2006; 2008) del
microambiente tumoral y de la circulacién puede estar propiciada por los Acs antiganglidsidos
de isotipo IgM (inmunoglobulina pentavalente) e 1gG generados en el proceso de inmunizacion.
Estos Acs serian capaces de secuestrar los gangliésidos circulantes y realizar una funcién
citotoxica que puede favorecer la disminucion del crecimiento tumoral (Ravindranath, 1998;
2007). Se ha descrito que los Acs generados en la vacunacion con NeuGcGM3/ VSSP tienen
capacidad citotoxica mediada por complemento e independiente de éste y adicionalmente, y que
favorecen la citotoxicidad mediada por células, esta ultima debido al subtipo IgG1 e IgG3 de
Acs generado por la inmunizacién (Carr y cols., 2003). Ademas de lo anterior, Labrada y cols.,
aportaron posteriormente evidencias donde relacionan la aparicion de la respuesta antitumoral
con la participacion de las poblaciones NK'y CD8+ al vacunar con NeuGcGM3/VSSP y suprimir
la aparicion de metastasis en el modelo murino de metastasis pulmonares espontaneas del
carcinoma de Lewis metastasico 3LL-122 (Labrada y cols., 2010). La participacion de los
diferentes componentes del sistema inmune provocada por NeuGcGM3/VSSP pudiera favorecer
la restauracion de la competencia del sistema inmune y por ende contribuir al enlentecimiento
de la progresién tumoral con la aparicién de un estado de “coexistencia en equilibrio” entre el
hospedero y el tumor que permite la prolongacion de la supervivencia, como se observo en
algunos de los pacientes en este estudio. En la practica, esta ha sido una limitante histdrica en
los resultados de la inmunoterapia con vacunas, dados el volumen tumoral, la heterogeneneidad
del melanoma aun en pacientes con el mismo estadio clinico y el limitado numero de células
efectoras inducidas en el huésped por la vacunacion, en contraste con los intensos mecanismos
inmunosupresores presentes en el tumor (Klages y cols., 2010). En un menor volumen tumoral,
estos mecanismos resultarian minimizados, por lo que seria posible esperar mayor efectividad
con el tratamiento (Schlom, 2012). La combinacién de estrategias de tratamiento con este fin y

la personalizacion del mismo de acuerdo a las caracteristicas no solo del paciente sino del
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tumor, parecen ser el camino a recorrer proximamente (Berinstein y cols., 2009; Madorski-Rodo

y cols., 2012).

La aparicion de vitiligo y halos de despigmentacidn es un evento descrito por primera vez para la
vacuna NeuGcGM3 / VSSP. Se observo en el 13.6 % (3/22) de los pacientes inmunizados,
frecuencia similar a la observada por Luiten y cols., quienes describieron 14% de casos de
vitiligo con la vacunacion utilizando células tumorales transducidas con GM-CSF autdlogo en
pacientes con melanoma metastasico (Luiten y cols, 2005). Gogas y cols., también lo publicaron
con el uso de IFN a altas dosis (Gogas y cols., 2006). Se describi6 en las vacunas de células
dendriticas con péptidos o antigenos de melanoma adyuvadas con IL-2, (Ranieri y cols., 2000) y
Rosemberg previamente lo describié en pacientes con melanoma pero no lo observé en
pacientes con carcinoma renal avanzado que recibieron el mismo tratamiento (Rosemberg
,1996). Por otra parte, no se observé con la vacuna GMK (Kirkwood y cols., 2001). El vitiligo
tampoco aparecid en las pacientes con cancer de mama avanzado del ensayo clinico
previamente citado donde se utiliz6 la formulacion NeuGcGM3 / VSSP/ Montanide ISA 51 (Carr
y cols., 2003). El inicio del vitiligo ocurrid posterior al proceso de la vacunacion en todos los
casos después de las primeras 5 dosis y continu6 incrementandose aun después de terminado el
tratamiento. Este hecho se reporta por primera vez en pacientes tratados con una vacuna
molecular de gangliésidos; sin embargo, no se pudo vincular acertadamente con la respuesta
clinica por ser muy limitado el numero de sujetos. Dos de los 3 pacientes que lo desarrollaron
obtuvieron supervivencias prolongadas. Las manifestaciones de autoinmunidad espontaneas o
secundarias a la terapéutica en pacientes con melanoma, aparecen relacionadas con mejores
resultados clinicos y sugieren la presencia de una respuesta inmune activa (Nordlung 1983;
Maire y cols., 2011). En el caso del vitiligo relacionado con el tratamiento con IFN, aparecié entre
3 y 12 meses después de iniciado el tratamiento segin el primer reporte sobre el tema

realizado por Gogas y cols. En general, se asocia en la mayoria de las publicaciones con
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mejores resultados en la supervivencia libre de progresion y supervivencia global (Nordlung
,1983; Bystryn, 1987; Schallreuter, 1991; Rosemberg, 1996; Boasberg, 2006; Gogas y cols.,
2010). Como se expresod con anterioridad, la aparicion del vitiligo en esta serie resulta relevante
por desarrollarse en el curso de la inmunoterapia activa especifica con una formulacién vacunal
ajena a los antigenos melanociticos, ademas de que es conocido que los gangliésidos no estan
relacionados con la sintesis de la melanina (Thompson y cols., 2004). Desafortunadamente, con
estos resultados clinicos no es posible afirmar categéricamente que este hecho esté relacionado

con un fenémeno de diversificacion antigénica (del inglés “antigen spreading”) o se deba a cierto

grado de inmunorestauracion asociada a la vacunacion al no tener argumentos inmunolégicos
que lo confirmen. Sin embargo, los trabajos de De Leodn y cols., muestran que NeuGcGM3
causa regulacion negativa de los CD4 en los linfocitos T in vitro (De Leon y cols., 2006), por lo
cual pudiera pensarse que los Acs generados con la inmunizaciéon son capaces de revertir esa
regulacion negativa y contribuir en cierto grado a la restauracion de la inmunocompetencia del
paciente (Ravindranath y cols., 2007). Lo anterior facilita la mejor presentacion del Ag al
sistema inmune y explicaria la induccién de respuestas de Acs contra otros gangliésidos
diferentes a los presentes en la formulacion vacunal. Los resultados presentados constituyen
el primer reporte de vitiligo observado al inmunizar con una vacuna molecular de gangliésidos.
El vitiligo es un proceso patologico en el cual los melanocitos son selectivamente destruidos
como epifendmeno” impertinente” de autoreactividad (Hann y Kim, 1995). Los mecanismos de
aparicion de vitiligo en humanos después de la inmunoterapia se atribuyen a esta
autoreactividad mediada por Acs y mas recientemente, a la induccion de células CD8+
especificas que causan ambas, destruccion de células de melanoma y pérdida de melanocitos
cutdneos (Yee y cols., 2000; Chang y cols.,, 2011). La activacion e incremento de la
presentacion a las células dendriticas de otros Ags de diferenciacion presentes en los

melanocitos (no en la formulacion vacunal)  propiciada por la restauracion de la
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inmunocompetencia, pudiera producir respuestas de células TCD8+ y/ o respuestas especificas
de Acs contra ellos. No obstante, el rol exacto de las células T infiltrantes en la destruccién de los
melanocitos no ha sido evaluado completamente. En la practica, puede estar en relacién con la
despigmentacion que ocurre espontaneamente en el melanoma o después de estrategias de
vacunacion (Jacobs y cols., 2009), ya que en lesiones de melanoma en regresion y en el vitiligo,

se han detectado linfocitos T citotdxicos expandidos clonalmente (Garbelli y cols., 2005).

El analisis de la respuesta antitumoral no fue un objetivo primario en el estudio por tratarse
de un disefio de EC Fase Ib/lla (este estudio no posee control concurrente y el no. de pacientes
es limitado), sin embargo, los resultados obtenidos en materia de respuestas objetivas y
supervivencia merecen resaltarse. En este EC se encontrd un incremento estadisticamente
significativo de la mediana de la SV global de los pacientes con melanoma cutaneo avanzado
irresecable y metastasico que mostraron  respuesta objetiva al tratamiento vacunal. Esto
constituye una evidencia adicional aunque sin validez externa de la accién antitumoral de la
vacuna en este grupo de enfermos. Se impone su evaluaciéon en el marco de ensayos clinicos

Fase Il controlados.
4.3 Conclusiones

e La formulacion vacunal NeuGcGM3/VSSP/MONTANIDE ISA 51 administrada por la via
IM resultd segura. La dosis de 200 ug mostr6 un perfil de toxicidad mas tolerable. No

hubo dosis maxima tolerable.

e La vacuna NeuGcGM3/VSSP /MONTANIDE ISA 51 administrada por la via IM fue
inmunogénica con respuestas de Acs anti -NeuGcGM3 de isotipo IgG, IgM e IgA en

ambos niveles de dosis.

e Ellimitado numero de pacientes que presentd algun grado de respuesta clinica objetiva

incrementd la mediana de supervivencia global.
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Ensayo clinico Fase Ib/lla con la formulacion vacunal NeuGcGM3/VSSP
administrada por la via subcutanea en pacientes con melanoma cutaneo
avanzado

INTRODUCCION

Estudios pre clinicos realizados en el Departamento de vacunas del CIM, con la formulacion
NeuGcGM3/VSSP sin el adyuvante Montanide ISA 51 y administrado por la via subcutanea en
ratones C5BL/6 retados con el modelo de carcinoma pulmonar de Lewis 3II-122, demostraron
que la formulacién sin el adyuvante oleoso generd en los animales un efecto antimetastasico
similar a la administracion IM (Labrada y cols., 2008). Este resultado permiti6 conocer que el
preparado podia ser funcional sin necesidad de emulsificarlo si se administraba por la via SC,
lo que permitiria simplificar los procedimientos, disminuir la toxicidad local y los costos de la via
de inmunizacion (Ferndndez y Mesa, 2001). Se hizo necesario investigar esta nueva forma de
administracion en humanos, con el conocimiento de que el sistema inmune en su complejidad
puede ser sensible a los cambios del preparado vacunal en su forma de presentacion y via de
administraciéon a pesar de no modificarse el antigeno (NeuGcGM3) y su transportador (VSSP).
Por esta razon se propuso la realizacién de un ensayo clinico Fase Ib/lla con la formulacién sin

adyuvante y por la via de administracion SC en pacientes con melanoma metastasico,

Este estudio abierto, multicéntrico, secuencial, no controlado, con escalado de dosis, incluy6 35
pacientes: 27 provenientes del INOR y 8 del HUD Celestino Hernandez de Villa Clara, con los

criterios de inclusion y exclusion ya sefialados, comunes a los dos ensayos clinicos.

La vacuna NeuGcGM3/VSSP se administro a 35 pacientes en 4 niveles de dosis ascendentes
consecutivos desde 0.15; 0.3; 0.6 y 0.9 mg. Estos grupos incorporaron 5, 5, 6 y 4 pacientes
cada uno. Después se decidié aumentar en 5 mas el numero de pacientes en el nivel de 0.9
mg e incluir dos niveles de dosis adicionales: 1,2 y 1,5 mg con 4 y 6 sujetos respectivamente
con el fin de explorar mejor los niveles mas altos de dosis y poder determinar la dosis méaxima

tolerable.

Esquema de inmunizacion
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Los pacientes incluidos recibieron el preparado vacunal después de transcurridas cuatro
semanas del Ultimo tratamiento oncoespecifico. La inmunoterapia consisti6 en nueve
inmunizaciones; las 5 primeras con frecuencia quincenal y las restantes de forma mensual.
Luego de culminada la 9m dosis, podian recibir dosis adicionales al esquema planificado, re-
inmunizandose mensualmente hasta completar el afio de tratamiento (15 dosis) (gréfico 2).
Aquellos con respuesta objetiva al 6to mes (RC, RP, o EE) y los que aun con progresion de la
enfermedad presentaron una capacidad funcional igual 0 menor a 1 recibieron inmunizaciones
adicionales. Al igual que en el primer ensayo clinico, no se permitio otro tratamiento

oncoespecifico convencional concurrente excepto la cirugia.
5.1 Resultados

Las caracteristicas generales del grupo de 35 pacientes, de acuerdo a los niveles de dosis
estudiados se muestran en la tabla 6. En el ensayo clinico, solo 31 pacientes fueron evaluables
inmunolégicamente (88.5%) pues recibieron al menos 5 dosis del preparado vacunal, sin
embargo, se consideraron todos en la evaluacion de la toxicidad y la respuesta antitumoral de
acuerdo a la intencién de tratar. La distribucion por sexo fue similar en los 6 niveles de dosis
estudiados. La mediana de la edad para todo el grupo fue de 53 afios en un rango de 27 a 79
afos. Todos los pacientes presentaron capacidad funcional entre 0 y 1 de acuerdo a las escalas
ECOG - OMS en el momento de la inclusion. Al analizar la localizacion del tumor primario, se
encontro que la mas frecuente fue “miembros” (16/35) para el 45% de los casos, seguida por
“‘Cabeza y Cuello” y “tronco” con frecuencia para la primera de 8/35 (22,85%) y 7/35 (20%)
para la segunda. En 4 pacientes el tumor primario se considerd desconocido por no existir la
biopsia previa (Tx). Presentaron metastasis en piel, tejido celular subcutdneo y ganglios (M1a)
el 51 % de los pacientes (18/35). En 10 de éstos (28,6%) se trataba de lesiones localmente
avanzadas e irresecables. El resto de las metastasis clasificadas como M1a se observaron en
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22.8% (8/35) de los enfermos incluidos. El 31.5% de los pacientes presentd metéstasis
pulmonares. En 9 de estos casos se encontraban asociadas a metastasis en las glandulas
suprarrenales 0 a metastasis a partes blandas. Las primeras se agruparon en el acapite
‘viscerales” y las segundas se agruparon bajo el acapite pulmén. Las metastasis viscerales
reportadas se localizaron en glandulas suprarrenales, peritoneo visceral y en intestino delgado.
En el 14,2% de los pacientes las metastasis habian sido completamente resecadas al momento
de la inclusién. Con respecto al tratamiento previo a las inmunizaciones, el 57% de los
pacientes sdlo recibio tratamiento quirtrgico. En el resto, ademas de la Cirugia, se administro
Bioquimioterapia con IFN (17%) e IFN a altas dosis (17%). Sélo un paciente recibid
tratamiento con radiaciones ionizantes antes de su inclusion. EI 86 % de los pacientes incluidos
presentaban enfermedad progresiva y resultaron uniformemente distribuidos en los 6 niveles de
dosis explorados. En cuanto al nimero de dosis recibidas, el 88,6% recibié mas de 5 dosis de la

vacuna Y el 45.6% recibi6 mas de 10.
5.1.1 Sequridad

Todos los pacientes se incluyeron en este analisis. En total se reportaron 1512 EAs en los 35
pacientes incluidos, todos relacionados con la vacunacion y distribuidos en los 6 niveles de
dosis (tabla 7); ninguno fue muy grave ni irreversible. El 90 % de ellos se clasificaron segun la
intensidad como ligeros (grado 1), 8 % moderados (grado Il) y 2% severos (grado Ill). A partir de
la dosis de 300 ug, los EAs incrementaron en intensidad de ligeros a moderados y aparecieron
indistintamente aunque con muy baja frecuencia los de grado Ill. Los sintomas seudo gripales,
estuvieron presentes en todos los niveles de dosis, y fueron, junto a la toxicidad en el sitio de
inmunizacion los eventos mas frecuentemente descritos. Se observaron cambios inflamatorios
en adenopatias, lesiones en piel y TCS durante las inmunizaciones en 4 pacientes de la serie en
los niveles de 0.3 mg (paciente 5), 0,6 mg (pacientes 11 y 12) y 1,5 mg (paciente 35).
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Ocurrieron  reacciones de hipersensibilidad en 2 pacientes de los niveles de dosis 0.3 mg
(paciente 07) y 0.9 mg (paciente 24) respectivamente y en 2 pacientes del nivel 1,5 mg
(pacientes 32 y 34). En todos los casos el proceso fue reversible, de corta duracion y sin
secuelas. Estos enfermos continuaron recibiendo sus inmunizaciones regularmente con pre-
medicacion de Dipirona 600 mg y Difenhidramina 20 mg, ambas por via oral, sin que se
repitiera el evento. La mayor concentracion de eventos adversos se observo a partir del nivel de
dosis de 0.9 mg; en este nivel se incluyeron mas pacientes que en el resto de los grupos.
Cuando se analiza el numero de EAs por paciente en cada nivel de dosis, es evidente que en
el nivel de 0.9 mg es similar al del resto de los niveles, excepto en los de 0.15, 0.3 y 0.6 mg,
cuyos valores son netamente inferiores. En general, la toxicidad de leve intensidad predomind
en el universo de los pacientes estudiados. No pudo identificarse una toxicidad limitante, pero
resultd claro que la toxicidad observada fue mas intensa en los pacientes al escalar las dosis.
No obstante esto, ninguna manifestacién fue muy grave ni irreversible, por lo que consideramos

que en términos generales la formulacidn vacunal fue bien tolerada.
5.1.2 Respuesta inmune

Veintiocho de 35 pacientes se evaluaron en cuanto a la inmunogenicidad. En los restantes no
pudo realizarse el seguimiento inmunolégico debido a que no se colectaron muestras de suero.
Se observaron titulos pre-inmunizacion IgM e IgG en 18 de los 28 pacientes (64,3%). El 82% de
los 28 pacientes desarrollé anticuerpos de isotipo IgG y/o IgM con la inmunizacién. Los
resultados del inverso de los titulos de estas inmunoglobulinas contra NeuGcGM3/VSSP se
muestran de forma global por nivel de dosis en la fig. 7. El rango de respuesta de anticuerpos de
isotipo IgM fue de 1/80 a 1/10240, mientras que el de 1gG fue de 1/80 a 1/5120. Los titulos
méaximos de anticuerpos en los pacientes inmunizados con las dosis 0,9; 1,2y 1,5 mg fueron
superiores y decayeron en el 6to mes. Se observd uniformidad en la presencia de titulos contra
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IgG e IgM en el nivel de dosis de 0.9 mg. En este estudio no se determiné la presencia de
anticuerpos tipo IgA ni si existié respuesta inmune contra otros gangliésidos como NeuAcGM3 'y
NeuAcGM2. No se detectaron diferencias entre las diferentes dosis en los titulos de IgM e IgG
segun el Test de Comparacion Mdltiple de Duncan (p>0.05). Al realizar el analisis de varianza
por el test ANOVA de una rama no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0.5520) entre todas las dosis estudiadas de la formulacion vacunal con respecto a la
magnitud de los titulos de IgG ni de IgM (p= 0.6277). No se encontr relacion entre los

titulos de Acs y la respuesta antitumoral (p=0.24).
5.1.3 Respuesta antitumoral y desarrollo de Vitiligo.

La tabla 8 muestra la mejor respuesta obtenida tras el tratamiento. Se observé respuesta objetiva
en 45 % de los pacientes evaluables y en el 40 % del total de pacientes por la intencién a tratar.
El paciente 23, con melanoma de alto riesgo, en RC después de la exéresis total de las lesiones
metastasicas y sin otro tratamiento adyuvante después de la cirugia, mantiene esa condicion 56
meses después. La paciente 32, con melanoma metastasico intestinal, obtiene la RC después de
recibir todas las inmunizaciones programadas (15) y se mantiene en esa condicion 46 meses
después. Una paciente (24) obtuvo RP y la mantuvo 12 meses después de la evaluacion final del
estudio. Dos pacientes (03) y (07) obtuvieron RP  de 29 y 13 meses de duracién
respectivamente. El primero permanece vivo en esa condicion. En nueve pacientes la mejor
respuesta objetiva se clasifico como Enfermedad Estable. La tabla 8 también muestra la
duracion de la respuesta objetiva seguin los diferentes niveles de dosis. EI 50% de estos
pacientes presentd mas de 13 meses de duracion de la respuesta objetiva (7/14); entre ellos 3
pacientes con EE en un rango de duracion entre 13 y 80 meses (pacientes 10, 18 y 20), dos
de ellos presentaban metastasis pulmonares y suprarrenales bilaterales. Se demostrd la
presencia de vitiligo en una enferma (07) después de la 8va dosis de inmunizacion que
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posteriormente se generalizo. En esta paciente se documentd una respuesta parcial, de la cual
se hablara mas detalladamente en el capitulo de reporte de casos. No hubo otros pacientes con

vitiligo en este estudio.
5.1.4 Supervivencia de los pacientes inmunizados con NeuGcGM3/VSSP.

Como se expres6 anteriormente en el capitulo 4, no estaba entre los objetivos de este
pequefio ensayo Fase Ib /lla la evaluacion de la SV, pero al igual que en el caso de la vacuna
administrada por la via IM, y aun conociendo sus limitaciones, resultaba interesante conocer
los resultados en este grupo de pacientes. Se evalud la relacion entre la presencia de
respuesta pre inmune IgG, IgM o ambas contra NeuGcGM3 con la SV de los pacientes tratados
(Estadigrafo de Log rank). Se dispuso de resultados en 28 de 35 pacientes en cuanto a
inmunogenicidad. Se estudié la relacion de la presencia 0 no de titulos de anticuerpos
preinmunes IgG, IgM o ambos, superiores a 1/80 con la SV global. En las 2 situaciones
existieron diferencias estadisticamente significativas en las medianas para este parametro
respecto a los que no presentaron respuesta preinmune de Acs. Los pacientes con valores de
respuesta preinmune de isotipo IgM (n=17) obtuvieron mediana de SV de 35.6 meses en
comparacion con aquellos que no los presentaron (18.16 meses) (p=0,01) (fig.8). Aquellos que
desarrollaron titulos preinmunes de IgG (n=9) obtuvieron mediana 41,9 meses a diferencia de
los que no los presentaron (mediana de 19,26 meses) (p=0,01) Al analizar si habia relacién
entre la existencia de respuesta preinmune IgG e IgM (titulos iguales o mayores que 1/80) y la
respuesta clinica alcanzada con la vacunacién no se obtuvieron diferencias significativas por el
estadigrafo x cuadrado (p = 0,396 y p=0,470; respectivamente). Los valores de muestra que

cumplian estas consideraciones fueron muy pequefios.

La relacion entre la respuesta antitumoral obtenida y la SV global de los pacientes inmunizados

se estudioé en el total de los pacientes de acuerdo a la intencion de tratar. Los pacientes que
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obtuvieron respuesta clinica objetiva (RC+RP+EE) (n=14) con las inmunizaciones, obtuvieron
una mediana de SV global de 36,33 meses respecto a los progresores (n=21) los cuales
alcanzaron una mediana de SV de 18,16 meses (fig. 9). Esta diferencia resulté estadisticamente
significativa (p=0,001). No se demostr6 diferencia estadisticamente significativa en la SV global
de los pacientes en cuanto al sitio metastasico (p=0,21), ni en cuanto a los niveles de dosis
(p=0,80). Las tasas de la SV global se muestran en la tabla 9. A los dos afios del diagnéstico
del estado metastasico, 49 % de los pacientes estaba vivo. Esta cifra se redujo a 29% a los

tres afios y a 17% a los cinco afios.
5.2 Discusion.

Durante afios, la investigacion basica translacional apoya a la clinica en la busqueda de mejores
opciones para los pacientes aquejados por melanoma (Apostolopoulos y cols. 2008; Kirkwood y
cols., 2012). Desafortunadamente, en la actualidad la relativa disminucién de la mortalidad
observada mundialmente por esta enfermedad se debe primariamente a la aplicacion de las
estrategias de prevencion y diagnéstico precoz y no a los avances terapéuticos (Rigel y cols.,
2010; Finn y cols., 2012). Como se expuso con anterioridad, en la enfermedad metastasica los
métodos de tratamiento oncoespecificos clasicos resultan insuficientes al observarse respuestas
completas durables en la minoria de los enfermos y los aumentos de la SV global con calidad de
vida son raros y poco reproducibles (Garbe y cols., 2011). A pesar de la implementacién de
multiples alternativas para favorecer la generacion de una respuesta inmune efectiva contra el
melanoma, la inmunoterapia no ha resultado suficientemente Util, entre otros factores, por la
compleja naturaleza de las interacciones entre el tumor, su microambiente y el sistema inmune
del hospedero (Rosemberg, 2004; Kirkwood,2012). La IL-2 constituye el mejor ejemplo: ha
mostrado respuestas objetivas entre parciales y completas en el 16% de los pacientes tratados,
pero solo duraderas en el 4% de ellos, lo que demuestra la induccion de células de memoria
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utiles en los pacientes aunque no en la magnitud necesaria; por otra parte, la toxicidad de este
farmaco, de dificil manejo, hace muy limitada su utilizacion (Atkins y cols., 2000; 2002). La
identificacion de parametros predictores de respuesta con este tratamiento, no ha sido precisada
aun. Resultarian muy utiles para orientar el tratamiento y hacerlo un tratamiento personalizado
de acuerdo a las caracteristicas de la enfermedad y del paciente. El manejo adecuado de la
toxicidad con esta inmunoterapia (Dillman y cols., 2012), permite alcanzar una mediana de
supervivencia global de 20% a 5 afios lo que constituye el mejor resultado obtenido para esta
enfermedad. Otros procedimientos inmunoldgicos como la inmunoterapia adoptiva con células
TIL ha mostrado resultados relevantes nunca antes logrados en cuanto a la respuesta objetiva
en melanoma metastasico, pero con reproducibilidad y aplicabilidad escasas fuera de los
centros de investigacién ( Dudley y cols., 2008; Kirkwood y cols., 2012 ). A pesar de lo
prometedor de las nuevas terapéuticas aprobadas como estandares de tratamiento en 2011, sus
principales limitantes son la alta e inusual toxicidad (Hodiy cols., 2010; Chapmany cols., 2011)
y lo poco abordables desde el punto de vista econémico para la mayoria de los pacientes, que
solo pueden accederlas en el marco de ensayos clinicos 0 en programas de uso extendido
financiados por grandes instituciones y casas farmacéuticas (Bronstein y cols., 2011; Tarhini,
2012; Hamid y cols., 2012; Fellner, 2012). Son mdltiples las publicaciones de resultados con
vacunas terapéuticas en melanoma, sin embargo, son escasos aquellos con durabilidad
suficiente como para cambiar las estadisticas de mortalidad en esa enfermedad. En la mayoria
sus resultados sélo son “efectos de la vacunacion sobre el sistema inmune”, por lo que aun no
puede hablarse de efectividad con esta terapéutica (Rosenthal y cols., 2008; Medical Policies,
Melanoma Vaccines 2011). No obstante, si bien no siempre claramente demostrable, existe
una relacion entre la capacidad de las vacunas de estimular una respuesta inmune celular y/o de

anticuerpos con las evidencias de respuesta clinica en los pacientes (Rosemberg, 2004; Riley y
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cols., 2008). Por esto muchos autores estiman que son necesarios cambios en las estrategias
de vacunacion que induzcan un incremento en el rendimiento y la actividad de las células CD4+,
que contribuyan a eliminar no sélo los tumores, sino los mecanismos inmunosupresores
mediados por linfocitos T que los indujeron (Terando y cols., 2007; Berinstein, 2007; Kirkwood y

cols., 2012; Mozillo y Ascierto, 2012).

La vacuna NeuGcGM3/VSSP por la via SC resulté segura en todas las dosis ensayadas. Entre
los eventos adversos observados en los pacientes tratados ninguno se clasifico como muy
severo o irreversible. Comparativamente con su similar por la via IM, la toxicidad local si bien
estuvo presente en todos los pacientes, fue menos intensa. No se describio abscedacion en el
sitio de inmunizacion, lo que puede estar relacionado con la ausencia del Montanide ISA 51 en
esta formulacion . En general, la inmunoterapia activa especifica con vacunas en el melanoma
resulta tolerable y segura (con la mayoria de las formulaciones reportadas en la literatura), si se
comparan sus efectos con otros tipos de tratamientos (Eggermont y cols., 2009). La vacuna
GMK' (Livingston y cols., 2001; Kirkwood y cols., 2001), es una vacuna que tiene como
antigeno el gangliésido GM2, conjugado con KLH y adyuvado con QS21. Esta vacuna
presentd toxicidad local y de tipo sistémico ( sintomas seudogripales) con intensidad y duracion
de 2 a 5 dias muy similar a nuestros resultados pero sin reportes de vitiligo. Las vacunas de
células dendriticas con péptidos o antigenos de melanoma administradas concurrentemente
con lI-2 mostraron igualmente gran similitud en cuanto a los eventos adversos locales y
sistémicos, ademas del desarrollo del vitiligo (Ray y cols., 2009; Ridolfi y cols., 2010). Las
vacunas autélogas tampoco muestran perfiles de toxicidad diferentes a los observados con
NeuGcGM3/VSSP (Wallack y cols., 1998; Morton y cols., 2007). Las vacunas de péptidos,

proteinas de estrés térmico ( del inglés: heat shock proteins) vy las de células completas o

lisadas no difieren en toxicidad a las anteriores ( Wallack y cols., 1998; Hersey y cols., 2002
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Testori y cols., 2008). NeuGcGM3/VSSP es una vacuna molecular con un antigeno purificado,
tiene la ventaja de su reproducibilidad y seguridad en cuanto a manipulaciones biolégicas, y es
capaz de movilizar el sistema inmune innato, para generar respuestas contra el gangliésido

NeuGcGM3, resultado que se observa en este estudio.

Entre ofras variantes de tratamiento , la Quimioterapia, especificamente el DTIC como
monoterapia, si bien con toxicidad fundamentalmente hematoldgica y reversible, produce
resultados clinicos que han sido caracterizados ultimamente como de tipo “placebo” por los bajos
porcientos de respuestas objetivas obtenidas (menos del 10%) (Lee y cols.,2012). Es
considerado un tratamiento paliativo en el melanoma metastasico (Schadendorf y cols., 2006;
Middleton y cols., 2007; Lee y cols., 2012) . Su homdlogo oral, la Temozolomida, no difiere mucho
en actividad antitumoral, aunque tiene la ventaja de su administracion oral, pero resulta mucho
mas costoso (Middleton y cols., 2000). EI DTIC es utilizado como patrén de comparacién en los
ensayos clinicos con nuevos agentes en melanoma (Avril y cols., 2004; Scahdendorf y cols., 2006;
Middleton y cols., 2007; Atkins y cols., 2008; Robert y cols., 2011; Chapman y cols., 2012 ). La
Poliquimioterapia produce variadas manifestaciones de toxicidad y su uso no se justifica
actualmente de forma rutinaria en el escenario metastasico, sélo en aquellos pacientes muy
sintomaticos en los que se desee lograr respuestas paliativas ( NCCN Guidelines versién 3. 2012
Melanoma ). Una excepcion a esta situacion existe en los melanomas originados en mucosas,
relativamente insensibles a la inmunoterapia y donde algunos resultados actuales en adyuvancia
después de la cirugia reportan mayor SV global y libre de progresion (Lian y cols., 2012) No
existen segundas lineas de tratamiento Utiles con quimioterapia en el caso del melanoma. En
cuanto a la Bioquimioterapia, la mayoria de los regimenes incluyen farmacos antineoplasicos de
reconocida actividad en el melanoma como las sales de platino, la vinblastina y el DTIC, unidos a

la IL-2 y/o al Interferén, combinaciones que en muchas ocasiones requieren hospitalizacion y
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cuidados especiales por la toxicidad que producen, en un espectro que incluye la toxicidad
hematoldgica, renal, neuroldgica y neuropsiquidtrica como manifestaciones principales. Los
intentos de disminuir los indices de toxicidad de estos tratamientos han traido como consecuencia
la disminucion del numero de las respuestas objetivas y de la duracion de las mismas (Buzaid y
cols., 2001; Ives y cols., 2007; Atkins y cols., 2008). El Ipilimumab, (inhibidor del bloqueo de la
funcion de las células T activadas) y Vemurafenib (inhibidor de la mutacién v600e del gen BRAF)
etc, sibien impresionan en cuanto a la magnitud de las respuestas que producen en el escenario
de la enfermedad avanzada, presentan una amplia gama de manifestaciones de toxicidad que
van desde la aparicion de Carcinomas Epidermoides y Queratoacantomas, la fotosensibilidad
extrema, hasta manifestaciones variadas de autoinmunidad que motivan la interrupcion del
tratamiento y pueden causar la muerte en individuos con capacidad funcional limitada (Hamid y
cols., 2012; Chapman y cols., 2012). Comparativamente, fue evidente la seguridad demostrada

por NeuGcGM3/VSSP en este estudio.

El producto resulté inmunogénico en todos los niveles de dosis administrados, sin embargo, su
inmunogenicidad celular no se pudo evaluar. Mas del 80% de los pacientes desarroll6 titulos 1gG
0 IgM. Por su naturaleza de autoantigenos timo-independientes, los gangliésidos suelen
desencadenar la respuesta inmune humoral con bajos titulos de anticuerpos de corta duracién y
predominantemente de isotipo IgM, y s6lo en pocos casos de isotipo IgG, ain cuando se realicen
inmunizaciones repetidas. En este caso se obtuvieron titulos apreciables de IgG y de IgM, estos
ultimos, de conocida presentacion polimérica; esto sustenta lo planteado en los estudios
preclinicos acerca del secuestro por estos anticuerpos de los gangliésidos circulantes y del
microambiente tumoral, accion que provoca la disminucion del estado de inmunosupresion a
través de una cadena de eventos celulares y moleculares que traen como consecuencia la

inmunorestauracion observada en los pacientes inmunizados, lo que contribuye indirectamente al
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enlentecimiento de la progresion tumoral (Ravindranath y cols., 2007). Los mayores valores de
lgG se desarrollaron en los pacientes tratados con 900 pg y los mayores de IgM en los 3 niveles
de dosis superiores. Otros preparados vacunales contra gangliésidos producen respuestas de
anticuerpos de tipo IgM, e IgG tales como GD2 lactona -KLH-QS21 pero los titulos observados en
nuestra serie fueron mas elevados ( Livingston y cols., 1994, 1995 y 1997; Kirkwood y cols.,
2001; Ragupathi y cols., 2003). La duracion de la respuesta de anticuerpos (6 meses) fue similar
para ambos preparados vacunales. El valor maximo de los titulos obtenidos con la administracion
SC no superd a los obtenidos con la administracién IM, donde el uso de un adyuvante pudiera ser
el responsable de una respuesta de anticuerpos de mayor magnitud. NeuGcGM3/VSSP por su
naturaleza de estimulador del sistema inmune innato y su pequefio tamafio (nanoparticula de
aproximadamente 20 nm), permite su incorporacion a las células dendriticas, en las cuales
estimula la diferenciacion a través del reconocimiento de las sefiales de peligro producidas por el
CPME de la Neisseria meningitidis por los Toll Like Receptors (Labrada y cols., 2010). KLH,
proteina de gran tamafio usada por Livingston como transportador si bien gener6 respuesta de
anticuerpos, carecia de estas sefiales de peligro que son necesarias para la activacion del
sistema inmune ( Livingston y cols.,1997, Estévez y cols., 2000). Nakarai y cols., plantearon la
posibilidad del uso de la forma Nglicolilada de antigenos como blancos terapeuticos para el
melanoma al describir titulos preinmunes IgG e IgM para el antigeno Hanganiutzu-Deicher
(medido como glicoproteina) en los pacientes con melanoma en estadio Il . Estos presentaron
mayores tiempos de SV libre de enfermedad a 5 afios en comparacion con aquellos que no los
desarrollaron y que presentaron recaidas a los 2 afios (Nakarai y cols., 1990). En este estudio,
este parametro no se evalud por tratarse de pacientes con melanoma metastasico ya en
progresion. Sin embargo, el analisis de la mediana de SV global del subgrupo de pacientes con

titulos de anticuerpos pre inmunes 1gG, IgM o ambos contra NeuGcGM3 mostro resultados
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superiores de SV global respecto a lo publicado en la literatura para diferentes series de pacientes

con melanoma metastasico (Spagnolo y Queirolo, 2012) .

Con respecto a la respuesta objetiva antitumoral, se observé en todos los niveles de dosis si
incluimos la estabilizacion tumoral. Particularmente se observaron 6 respuestas objetivas en el
nivel de dosis de 0.9 mg . Estos resultados estuvieron vinculados a un incremento de la mediana

de supervivencia global independiente del nivel de dosis y del sitio metastasico.

Resulta necesario el cambio del paradigma terapeutico hacia el representado por las terapias
bioldgicas, ya que el tiempo requerido para propiciar una respuesta inmunoldgica celular efectiva
en pacientes con neoplasias avanzadas generalmente excede al programado habitualmente en
las investigaciones (Lage y Crombet, 2011, Schlom, 2012 ) . Muchos pacientes son excluidos al
detectarse progresion de la enfermedad segun los criterios clasicos de respuesta antitumoral; de
esta manera se pierde la probabilidad de observar el efecto biolégico tardio producido por la
inmunoterapia (Hoss y cols., 2007, 2011). De aqui que los actuales sistemas de evaluacion de la
respuesta antitumoral tienen en cuenta que las respuestas obtenidas con productos biolégicos
requieren tiempo para el desarrollo de una cascada de eventos celulares y moleculares que
terminan en la respuesta objetiva, a diferencia de los resultados con los farmacos citotoxicos
convencionales cuyas respuestas ocurren en corto tiempo ( Lothar y cols., 2007; Hoss y cols.,

2011). (Gréfico 3 )

Los resultados de SV en los pacientes con melanoma cutaneo avanzado que presentaron
respuesta objetiva al tratamiento vacunal pudieran interpretarse como beneficios derivados de la
vacunacion. Sin embargo, esto no es posible afirmarlo completamente debido a que la muestra
disponible es muy limitada y carece de grupo control concurrente por tratarse de un ensayo Fase
Ib/lla con objetivos bien definidos en cuanto a inmunogenicidad , seguridad y evidencias

preliminares de respuesta antitumoral. Sin embargo, los mecanismos de accion antitumoral
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demostrados en los estudios preclinicos para NeuGcGM3 ya enunciados en otros capitulos, son

argumentos que pueden justificarlos.

Con esta formulacién vacunal aplicada en pacientes con melanoma cutaneo metastasico fue
dificil establecer una dosis 6ptima biologica. Asimismo, no se demostré dosis maxima tolerable.
Se decidié proponer para el ensayo clinico fase Il, la dosis de 0.9 mg. Esta eleccion se sustentd
entre otros aspectos en la uniformidad en la respuesta de los titulos de Acs obtenidos, la toxicidad
moderada y reversible, ademas de ser el nivel donde se encontré6 mayor tasa de respuestas

objetivas en los pacientes incluidos.

La administracién SC de la vacuna en este ensayo clinico produjo tasas de respuesta objetiva
antitumoral similares a las obtenidas con la administracién IM y esta formulaciéon no adyuvada de
NeuGcGM3/VSSP por la via SC fue mas simple de administrar y mas econdémica comparada

con la administracion intramuscular (IM) con Montanide ISA 51 (Fernandez y Mesa, 2001 )

Los resultados obtenidos sustentan la realizacion del EC Fase Il controlado en pacientes con

melanoma avanzado y metastasico.

5.3 Conclusiones:

e NeuGcGM3/VSSP aplicada por via subcutanea fue segura en todos los niveles de dosis

estudiados. No se demostré una dosis maxima tolerable en este estudio.

e La formulacion vacunal NGcGM3/VSSP aplicada por via subcutanea resulté inmunogénica

en los 6 niveles de dosis .

e El subgrupo de pacientes inmunizados con la formulacién vacunal NGcGM3/VSSP
administrada por via subcutanea que obtuvieron algun grado de respuesta objetiva,

presentaron ventajas en la SV global.

80



CAPITULO 6. EVIDENCIAS PRELIMINARES DE ACTIVIDAD ANTITUMORAL EN PACIENTES
CON MELANOMA CUTANEO INMUNIZADOS CON NeuGcGM3/VSSP. REPORTES DE
CASOS.



Evidencias preliminares de actividad antitumoral en pacientes con
melanoma cutaneo inmunizados con NeuGcGM3/VSSP. Reportes de
€asos.

INTRODUCCION:

La ejecucion de los 2 ensayos clinicos Fase Ib Ila con el preparado vacunal NeuGcGM3 /
VSSP presentados con anterioridad en este trabajo, proporciond en primer lugar, evidencias de
la expresion del antigeno NeuGcGM3 en los tumores primarioS y en las metéstasis ganglionares

de los pacientes con melanoma estudiados. En segundo lugar evidencié la seguridad e

inmunogenicidad de la formulacion, con lo cual se confirmé la prueba de principio que identifica
la primera fase en desarrollo clinico de una vacuna (Hoos y cols., 2011). En tercer lugar, las
respuestas clinicas observadas en los pacientes tratados constituyen evidencias de actividad
antitumoral que resultan Utiles para complementar y avalar la posicion del ganglidsido
NeuGcGM3 como blanco terapéutico en esta enfermedad a pesar de las controversias existentes
sobre el tema. Adicionalmente, los resultados obtenidos en materia de SV, si bien anecdoticos
de acuerdo al disefio y los objetivos de estos ensayos Fase Ib/lla, son inusuales en pacientes
con melanoma cutaneo avanzado, donde la mediana de SV reportada en la mayoria de las
series no sobrepasa los 12 meses (Lee y cols, 2000; Agarwala y cols., 2009b, Ascierto y cols.,

2011). A continuacién presentaremos los resultados mas importantes de este analisis.

6.1 Evidencias de respuesta clinica relacionadas con aumentos de la SV global en pacientes

inmunizados con NeuGcM3 /VSSP por ambas vias de administracién (IM+SC).

6.1.1 Supervivencia global en relacion con la respuesta clinica y la presencia de titulos

pre- inmunes de Inmunoglobulinas IgG o IgM.

Este andlisis por intencion a tratar se realizé con las mediciones de los pacientes con melanoma
cutdneo avanzado y metastasico que recibieron la formulacién vacunal por cualquiera de las

vias de administracion e independientemente del nivel y el nimero de dosis recibidas. La
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evaluacion de la presencia de respuesta pre inmune de anticuerpos de isotipo IgM e IgG con

titulos mayores e iguales que 1/80 con la obtencién de respuesta clinica a través de la

vacunacion no mostré diferencias estadisticamente significativas (p=0,479) y (p=0,396) (x
cuadrado). Sin embargo, en aquellos pacientes donde se observo respuesta preinmune IgM
(n=21), la mediana de SV fue de 33,97 meses en comparacion con aquellos que no la
presentaron (20,8 meses) (n=24) (figura 10). En cuanto a los valores de IgG preinmune (n=12)
se obtuvo una mayor mediana de SV global (35,6 meses) respecto a aquellos que no la
presentaron (n=34) (mediana de 20,8 meses). Estas diferencias no tuvieron significacion
estadistica para estos dos isotipos de inmunoglobulinas (p=0,16 y p=0,24 respectivamente segin
estadigrafo Log rank). No obstante lo anterior, puede sefialarse un beneficio clinico, ya que
los pacientes con este tipo de respuesta alcanzaron mas de un afio de SV respecto a los

que no la presentaron.
6.1.2 Supervivencia Global en pacientes que alcanzaron respuesta clinica

El alcanzar algln grado de respuesta clinica (RC+RP+EE) representé una ventaja de SV para
los pacientes inmunizados con la vacuna por cualquiera de las vias de administracion e
independiente de la dosis recibida. Hubo diferencias estadisticamente significativas entre la
mediana de SV para los pacientes con respuesta clinica objetiva (n=19) con 38,83 meses y la

alcanzada por los progresores con 14,03 meses (n=34) (p=0,00 estadigrafo Log Rank) (fig. 11).

6.1.3 Supervivencia Global en pacientes con respuesta pre inmune de Acs IgG y/o IgM

con respuesta clinica objetiva.

Los pacientes del estudio que presentaron titulos pre inmunes de anticuerpos anti-NeuGcGM3
de isotipo 1gG ylo IgM con titulos mayores o iguales que 1/80 y alcanzaron algun grado de
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respuesta clinica (n=10) tuvieron una mediana de SV mayor que los progresores (n=13) (44,93

vs 14,5 meses). Esta diferencia tuvo significacion estadistica (p=0,001; estadigrafo Log Rank)

con un beneficio clinico de mas de 30 meses de SV a favor de los pacientes respondedores

con titulos preinmunes de IgG o IgM (fig.12).

6.1.4 Supervivencia Global en pacientes con respuesta inmune IgG y respuesta clinica

objetiva.

Los pacientes que presentaron respuesta inmune 1gG con titulos mayores o iguales que 1/80 y
respuesta clinica objetiva no presentaron diferencias estadisticamente significativas con aquellos
que no respondieron (p= 0,153; estadigrafo Log rank). La mediana de SV global de los que
tuvieron respuesta clinica (n=6) fue de 38,83 meses y la de los progresores (n=6) 11,87
meses. A pesar de tener pocos pacientes que cumplen esta condicién, el valor tiene relevancia
clinica pues los pacientes respondedores vivieron mas de 2 afios respecto a los progresores.
6.1.5 Supervivencia Global de los pacientes que presentaron respuesta IgM mayor que
1/80 y respuesta clinica.

En los pacientes que desarrollaron titulos de IgM mayores que 1/80 y presentaron algun
grado de respuesta clinica objetiva, se demostré una diferencia estadisticamente significativa
(p=0,000; estadigrafo Log Rank) entre la mediana de SV de los respondedores 33,96 meses
(n=10) respecto a los progresores (20,83 meses) (n=12). La relevancia clinica viene dada por la

diferencia de mas de un afio de SV a favor de los respondedores.
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A continuacion, se expone el reporte clinico de algunos casos seleccionados del universo de
pacientes de ambos EC en los cuales la evolucion clinica manifiesta la presencia de respuesta

antitumoral.
6,2 Reportes de casos clinicos

Reporte de caso numero 1

Paciente SAB de 79 afios, femenina, de piel blanca, con diagnostico de melanoma acral
lentiginoso del tercer dedo del miembro inferior izquierdo, operada por amputacion de la falange
distal el 12 de octubre del 2000. Estadificada como T1aNOMO. Estadio la. El tumor primario se

informé como : Melanoma Maligno pigmentado a predominio de células fusiformes, invasor

hasta el dermis papilar, ( nivel | de Clark, 0,3 mm Breslow, subtipo lentigo acral subungueal, con
respuesta hospedero tumoral poco activa, no ulcerado, completamente extirpado. (Biopsia 00-
09284 INOR). Tuvo buena evolucién clinica hasta julio del 2004 en que se detectaron
adenopatias inguinales homolaterales. Se realizd un vaciamiento inguinopélvico vy el reporte
de anatomia patoldgica informé metéstasis en 5 ganglios pélvicos de 11 examinados 1 de ellos
con necrosis (Biopsia: 04-07596 INOR). Dadas las condiciones generales de la enferma, no
recibié tratamiento adyuvante y se incluyd en el ensayo clinico Fase Ib/lla con el preparado
vacunal NeuGcGM3/VSSP por via SC en el nivel de dosis de 0.3 mg (11 de Noviembre 2004).
En ese momento no existian metastasis demostrables. En mayo del 2005, se detecta
progresion de la enfermedad a nivel pulmonar, con nédulos metastasicos en ambos campos
pulmonares de 8 mm y masa pre adrtica derecha de 28 mm, ambos en su diametro mayor. El
programa de inmunizaciones continud sin interrupcion, en tanto que la paciente permanecia
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asintomatica. La toxicidad en su caso se limitd a sintomas seudo gripales, (fiebre grado |y
mialgia grado Il). En agosto del 2005 aparecen algunas areas de despigmentacién cutanea, y
varios meses mas tarde, vitiligo clinicamente establecido (fig.13). Una TAC helicoidal, realizada
un afio después, (mayo, 2006) reveld una sustancial disminucion de las areas de metastasis
consistentes con una remision parcial del 37% (fig. 14). Mantuvo la respuesta antitumoral
obtenida y buen estado general (PS: 1) por espacio de 13 meses durante los cuales continud
las reinmunizaciones. Las lesiones pulmonares reaparecieron (junio 2007) con evolucion rapida
hasta la muerte en cuadro de insuficiencia respiratoria (Octubre 2007). Recibié un total de 18

dosis de la vacuna y acumulé una SV de 35 meses desde su inclusion en el estudio.
Reporte de caso nimero 2

Paciente RRC de 58 afios de edad, con diagnéstico clinico de Melanoma Maligno cutaneo del
calcaneo izquierdo el 21/8/01. Operado en Septiembre 11 del mismo afo. El reporte de
Anatomia Patolégica inform6: Melanoma Maligno pigmentado de células epitelioides y
fusiformes en 2 lesiones contiguas ulceradas ambas, de 3 y 1.2 cm respectivamente. Invasor
hasta el dermis reticular en la de mayor Nivel (IV) y hasta la union papilo- reticular la menor,
(Nivel de Clark Ill) Breslow 1.5 mm con infiltrado inflamatorio discreto y bordes de seccion
quirargica libres de tumor. (Biopsia: B20018446 INOR) Se clasifico como T2bN1MO etapa llb y
recibié tratamiento con Interferon a altas dosis, segun esquema de Kirkwood, que concluyd en
Diciembre del 2002. Se mantuvo libre de enfermedad hasta mayo del 2004 cuando presento
una recaida regional con adenopatias popliteas. Se le realiz6 vaciamiento ganglionar popliteo
y posteriormente, en abril del 2005 vaciamiento inguinopélvico izquierdo, encontrandose
adenopatias positivas para melanoma metastasico en todas estas regiones ganglionares.
(Biopsia B-053043 INOR). Se incluy6o en el estudio Fase Ib/lla del preparado vacunal

NeuGcGM3/VSSP por la via SC el 1/7/05 en el nivel de dosis de 0.9 mg. Recibio el tratamiento
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completo (15 administraciones) con una toxicidad ligera, evidenciada sélo por dolor leve en el
sitio de inyeccion y de corta duracién (grado 1), eritema local (Grado 1); astenia ligera (grado I) y
mialgias (grado I). Evolutivamente, en la TAC evaluativa del 3er mes de iniciado el tratamiento
se detectd una imagen quistica de la suprarrenal derecha de aproximadamente 3 cm sin otras
alteraciones. Un estudio similar, realizado en marzo del afio 2006 mostro metastasis
pulmonares en LSD de de 17. 3 mm y otro de 18.3 mm en la base pulmonar izquierda sin
cambios adicionales en los 6rganos del abdomen. Estas lesiones se mantienen estables
durante las evaluaciones subsiguientes hasta la actualidad (fig.15). Para la fecha de este
reporte, el paciente se mantiene asintomatico, hace vida normal y realiza labores agricolas (PS:
0). Continlla con re- inmunizaciones mensuales. Acumula una SV de 80 meses desde su

inclusion.
Reporte de caso nimero 3

Paciente ELLT femenina, blanca, de 32 afios, con antecedentes de la exéresis de un nevus
en la espalda (2006) al que no se realizé biopsia. Un afio después, su estado general se
deterior6 sensiblemente; presentd vémitos frecuentes, sangramiento digestivo alto importante y
tumor abdominal palpable. Todo lo anterior motivé una laparotomia de urgencia, que detectd
una masa intraluminal en el yeyuno con invaginacion del mismo a ese nivel (agosto 2007). Se
realizd una reseccion de 60 cm del mismo con anastomosis término-terminal. En el acto
operatorio se describieron ademas adenopatias mesentéricas de aspecto metastasico. La
biopsia de la pieza quirdrgica informd: metastasis de melanoma maligno amelanico de células
epitelioides y globoides. IHQ compatible con melanoma.: S100 (+), Vimentina (+++) HMB45 (+/-
). C-kit (-) CK (-). (Biopsia: 0803991 INOR.) Se estadificd: Tx N3 M1 estadio IV. En la TAC
realizada la paciente al momento de su inscripcion en el INOR se informé la presencia de un

conglomerado de ganglios preadrticos y paravertebrales asociado a un grupo de asas
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intestinales dilatadas en mesogastrio con liquido en su interior y ligera uretero- hidronefrosis
bilateral rastreada hasta la zona donde se apelotonaban las asas intestinales (TAC 21/3/08)(fig
16). Se incluyo en el EC Fase Ib-lla de la vacuna NeuGcGM3 /VSSP por la via SC en el nivel
de dosis de 1.5 mg (16/5/08). Como eventos adversos presentd eritema y dolor en el sitio de
inyeccion de corta duracion, grado | durante todas las inmunizaciones y un cuadro clinico
compatible con reaccion de hipersensibilidad al momento de la quinta dosis que no causo la
interrupcion del tratamiento subsiguiente. Esta paciente continta sus inmunizaciones hasta hoy,
asintomatica, con PS: 0 y sin evidencias de progresion tumoral (fig. 16). Tiene una SV

acumulada desde la inclusién en el estudio de 46 meses.
Reporte de caso numero 4

Paciente CMM, femenina blanca, con antecedentes de exéresis en 1974 de lesién pigmentada
de la cara posterior de la pierna izquierda, que resulté un Melanoma pigmentado. (Biopsia 74-
4366 INOR). No recibié tratamiento adyuvante. En 1988 aparecen lesiones satélites que se
trataron exitosamente con BCG administrado en escarificaciones. Esta paciente se mantuvo
asintomatica hasta el afio 2006 en que not6 aumento de volumen del muslo y el abdomen. En
un TAC realizado se inform¢d la presencia de una masa tumoral a nivel del psoas izquierdo,
de 80 mm de didmetro mayor (TAC 24/4/07) Fig 17(a). Recibi6 en esta ocasion 3 ciclos de
quimioterapia con DTIC y carboplatino, asociado a interferon a bajas dosis. Este tratamiento
fue imposible de completar por la toxicidad hematolégica que causé. En la evaluacion de la
respuesta antitumoral se observd una ligera reduccion del volumen tumoral (70 mm) que
clasificd como EE (reduccion del 25 %) (TAC 30/7/07) fig. 17(b). En estas condiciones, se incluy6
en el estudio Fase Ib-lla de la vacuna NeuGcGM3 /VSSP por la via SC en el nivel de dosis de
0.9 mg. (13/8/07). Recibié 26 dosis con manifestaciones de toxicidad consistentes con ligeros

sintomas locales (ambos grado 1) y sintomas gripales de corta duracién (grado I). Al afio de
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tratamiento, la lesion blanco en la pelvis se habia reducido en 50% de su volumen original, TAC
(10/7/08) fig.17(c), evaluadndose la respuesta al tratamiento como Respuesta Parcial. Se
mantuvo en esta condicion y asintomatica hasta julio 2009 cuando comenzé a referir molestias
en la pierna izquierda y region inguinal homolateral, con edema asociado de todo ese miembro.
Se comprobd por TAC (21/7/09) el aumento de la lesidn reportada anteriormente. La paciente
continué inmunizandose aun en progresion de la enfermedad y fallecié en abril del 2011.

Acumulé una SV de 43 meses.
6.2.1 Reportes de Vitiligo y despigmentacion.
Caso numero 1

Paciente NLA de 49 afos, con antecedentes de salud, y diagnéstico de melanoma maligno tipo
lentigo acral, subungueal del primer artejo de la mano izquierda con metastasis en transito
homolaterales, operado fuera del INOR. Se realiz6 una reseccion amplia de todas las lesiones
subcutaneas con injerto de piel del muslo izquierdo. Se estadificd Tx N3M1 estadio IV después
de los estudios de extension. EI Rx de térax y una TAC no contrastada informaron metastasis en
ambos campos pulmonares asociadas a engrosamiento hiliar derecho de etiologia ganglionar e
imégenes areolares sugestivas de dilataciones bronquiales. Al momento de la inclusién, el
paciente se encontraba en progresion de la enfermedad, con adenopatia epitroclear izquierda
de 3 cm, y un nodulo de 5 cm en la cara anterior del antebrazo de ese lado. Inicid el
tratamiento el 8 de noviembre del 2000 con 0.2 mg del preparado vacunal NeuGcGM3/VSSP/
Montanide ISA 51. Al momento de la 62 dosis (1/03/01) el paciente estaba en franca progresion
de la enfermedad, con la aparicién de nddulos de color negro de 2.5 cm, en el area del
miembro superior donde se tomd la piel para el injerto cutaneo realizado en el muslo izquierdo,
tercio inferior del hemicuello izquierdo, brazo izquierdo (4 cm), espalda y axila izquierda. Al

mismo tiempo, se detectaron areas de despigmentacion cutanea (vitiligo) en la mejilla izquierda y
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el menton. Progresivamente en el curso de unos meses, estas areas de despigmentacion se
extendieron alas zonas del injerto y eran visibles en forma de halo de despigmentacién en las
lesiones que presentaban signos de regresion en la piel del térax y en la axila izquierda. En
Agosto del 2001, (inmunizacion numero 13) la mayoria de las lesiones subcutédneas habian
desaparecido, asi como las pulmonares. Se mantenian solamente 2 pequefios nddulos con sus
correspondientes halos de despigmentacion en un area del miembro superior izquierdo. Estos
nddulos fueron extirpados y el reporte de Anatomia Patolégica informé: tumor compatible con
melanoma maligno pigmentado de células fusiformes que infiltra el tejido adiposo y musculo
esquelético con necrosis tumoral asociada (24 enero del 2001). Después de esto no
aparecieron nuevas lesiones. El vitiligo era ya visible en el tronco, la cara y en el area del injerto
cutaneo del miembro superior izquierdo (fig.3 y fig. 18). Recibié un total de 17 dosis de la
vacuna. El paciente continué asintomatico hasta abril del afio 2002, en que se detectaron
metastasis hepaticas con rapida progresion que causan su muerte. La SV acumulada desde el

inicio del tratamiento fue de 23 meses.
Caso numero 2

Paciente JBA masculino, de 69 afos, mestizo, con melanoma lentigo acral del 3er dedo del pie
izquierdo, amputado en 1995 sin tratamiento adyuvante. En 1997, aparecieron nddulos en
transito y subcutaneos maltiples en el pie y pierna asi como adenopatias inguinales izquierdas.
Se le realizo exéresis de las lesiones y vaciamiento inguinopélvico izquierdo con el siguiente
informe AP: metéstasis de melanoma maligno en piel y TCS. Metastasis de melanoma maligno
en 2 de 6 ganglios inguinales examinados (Biopsia: 97-659799 INOR). La inmunotincidn con el
AcM 14F 7 mostr6 intenso marcaje en la membrana celular en las metastasis cutaneas en
transito (fig. 19). La progresion tumoral en el pie decide su amputacion parcial. Incluido el 27 de

mayo del 2001 en el estudio Fase Ib- lla de la vacuna NeuGcGM3/VSSP/ Montanide ISA 51 por
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la via IM en el nivel de 0.2 mg. Recibi6 16 dosis y todo el tiempo de tratamiento se mantuvo en
estado de progresion de la enfermedad. Se observaron halos de despigmentacion en algunos de
los nddulos tumorales de la pierna (15/4/02) (fig.20). No obstante, la progresion tumoral local se
mantuvo, y fue necesario realizar la amputacidén del MIl por razones sanitarias. El paciente no
continud las inmunizaciones después de su operacion. Meses después, presentd sangramiento
digestivo alto de caracter grave que puso en peligro su vida. Se detectaron metastasis en el
intestino delgado, pero no pudo confirmarse histolégicamente. Por su precario estado y
negativa familiar no fue operado. Recibié tratamiento de soporte Unicamente hasta su
recuperacion. Paralelamente a estos hechos, aparecio vitiligo en la cara, torax y  miembros
superiores que se extendio hasta la casi totalidad de la superficie cutanea (fig. 21).Actualmente

se encuentra vivo, libre de enfermedad, con una SV acumulada de 130 meses.
6.3 Discusion.

El incremento de la SV global con buena capacidad funcional y el control efectivo del
crecimiento tumoral, alcanzados con el nivel mas bajo de toxicidad es la meta principal a
lograr en los pacientes con cancer . Este hecho, referido al Melanoma, resulta particularmente
relevante en el escenario de la enfermedad diseminada, con limitadas opciones terapéuticas
(Spagnolo y Queirolo, 2012). Segun este nuevo concepto, los nuevos tratamientos podrian
ofrecer la posibilidad de transformar la enfermedad en una dolencia crénica, con la que se pueda
vivir en equilibrio (Lage y Crombet, 2011; Schlom, 2012). Algunos de los casos presentados en
estos reportes ilustran esa situacion clinica. Se pudo observar como la re- inmunizacion en
pacientes con buena capacidad funcional en ausencia de respuesta objetiva y aun en progresién
tumoral permitié el tiempo necesario para lograr posteriormente la respuesta antitumoral. Otro
aspecto interesante en los casos presentados es la aparicién de respuesta clinica después de

una cirugia sanitaria antecedida por un largo periodo de tratamiento con NeuGcGM3/ VSSP.
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Estos pacientes habian recibido més de 15 inmunizaciones previas al acto quirirgico. Como se
explico en capitulos anteriores, la reduccion del tumor moviliza células tumorales y libera
gangliésidos, contra los cuales se desarrolla una respuesta de anticuerpos especificos
responsables del inicio de eventos que terminan en la disminuciéon del estado de
inmunosupresion y el restablecimiento de la respuesta inmune (Wilgenhof y cols., 2011;
Ravindranath y cols., 2002; 2007). La respuesta antitumoral generada en consecuencia a estos
eventos inmunolégicos se manifiesta con el enlentecimiento de la progresion tumoral y por tanto
el estado de “cronicidad” antes mencionado. De esta manera la reduccion del volumen tumoral

por medio de las metastasectomias, se reafirma como primer planteamiento en los pacientes

con melanoma oligometastasico (Faries y Morton, 2006; NCCN Guidelines Melanoma versién
3.2012). En el estudio Fase lll de la vacuna Canvaxin + BCG comparada con el BCG solamente,
donde se obtuvieron resultados negativos para la vacuna, las metastasectomias realizadas a los
pacientes jugaron un papel esencial en el aumento de la SV observado para ambos grupos de
tratamiento (Morton y cols., 2007). Los mecanismos de la respuesta inmune necesitan tiempo
para establecerse; por esta razédn, los pacientes con enfermedad avanzada de progresion
rapida, expectativas de vida corta y poca capacidad funcional (PS) asociadas a la
inmunodeficiencia inherente a la neoplasia diseminada, no alcanzan a lograr una respuesta
inmunologica efectiva. Las tendencias actuales en la inmunoterapia activa especifica del
melanoma metastasico, estan dirigidas a la combinacion con los métodos terapéuticos
oncoespecificos tradicionales, es decir, la cirugia, radioterapia, quimioterapia, ademas de las
combinaciones de inmunoterapias etc. Esto tiene la finalidad de reducir el volumen tumoral, y
con ello la reduccion de todos los elementos de inmunosupresion, entre ellos: disminucion de
celulas T regs., las células mieloides supresoras, la inhibicion de PD-1 etc., para lograr la

activacién y potenciacion del sistema inmune por medio del cambio de patrén inmune de Th2 a
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Th1 (Marshall y cols., 2006). La presencia de Vitiligo en los pacientes tratados es otra
evidencia relacionada con la restauracion de la inmunidad a través de la inmunoterapia del
melanoma, ya que probablemente representa la presencia de respuesta activa de linfocitos T
especificos contra antigenos propios en los melanocitos normales de la piel (aunque no pudo
medirse). Se ha descrito el vitiligo asociado a este tipo de respuesta de linfocitos T (Yee y cols.,
2000; Lengagne y cols., 2004; Garbelli y cols., 2005) como fenémeno autoinmune. Apareci6 en
nuestra serie en individuos sin antecedentes durante el periodo de tratamiento y no cesé aun
después de haberse interrumpido éste. Ademas, se encontrd asociado a diferentes grados de
respuesta antitumoral. El vitiligo se considera un factor pronostico favorable independiente en el
melanoma avanzado y metastasico (Gogas y cols., 2006). Un estudio que analizé la presencia
de vitiligo en 2954 pacientes de melanoma avanzado y metastasico tratados en una institucion
italiana, lo encontrd presente en el 2,8 % de éstos y con los mejores resultados en cuanto al
tiempo para el desarrollo de metéstasis a distancia y supervivencia global, de manera tal que su
presencia identifica un prondstico més favorable (Qualino y cols., 2010). La formulacion vacunal
utilizada en este estudio no contiene antigenos presentes en los melanocitos. La vacuna pudo
propiciar  “inmunorestauracion” en el microambiente tumoral que permitiera la aparicién de
respuesta inmune contra otros antigenos presentes en los melanocitos normales. En el ensayo
por via IM, tres de los cuatro pacientes que presentaron vitiligo durante las inmunizaciones
alcanzaron supervivencias prolongadas. En este estudio, el 82% (29/35) de los pacientes que
recibieron la vacuna por la via SC presentaron respuestas de Acs de uno u otro isotipo y el 64%
(14/22) de aquellos que la recibieron por la via IM. La respuesta IgM contra NeuGcGM3 fue la
mas frecuentemente observada, todo lo cual, segun Ravindranath, se asocia a la probabilidad
de obtener respuesta clinica (Ravindranath y cols., 2007). Los anticuerpos de isotipo IgM

tienen la caracteristica de ser pentavalentes y por esta razén “secuestradores de antigenos” por
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excelencia. Los resultados mostrados representan un argumento mas a favor de la utilizacion
de la inmunoterapia activa especifica con la formulacién molecular NeuGcGM3 / VSSP en
pacientes con melanoma. La mediana de SV global del subgrupo de pacientes con respuesta
clinica, tratados con esta formulacién fueron superiores a los valores de SV que generalmente
se describen en la literatura médica para los pacientes con melanoma de acuerdo al sitio de
las metastasis (Lee y cols., 2010). Estos resultados, si bien no extrapolables de acuerdo a las
caracteristicas de los EC realizados, sirven de base para proponer la continuacién de los
estudios Fase Il en el interés de lograr la confirmacién de las pruebas de eficacia de este

candidato vacunal.
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Discusion

INTRODUCCION

Los avances actuales en materia de inmunoterapia activa especifica con vacunas en melanoma
no satisfacen las necesidades terapéuticas de la comunidad de pacientes afectados por esta
enfermedad. La ausencia de reproducibilidad de los resultados obtenidos es la causa de que
ninguna vacuna para melanoma haya logrado registro hasta el momento actual (Rosenthal y
cols., 2008). Sin embargo, los pequefios éxitos alientan a la comunidad cientifica, que continta
explorando esta posibilidad terapéutica mas segura y tolerable para el paciente que el resto de
las variantes de inmunoterapia conocidas (Schlom, 2012). Una revision de los resultados de la

inmunoterapia activa especifica realizada por la Medical Policies; Melanoma vaccines en su

version del 2011, mostrd indices de respuesta objetiva tan bajos como el 3.8% del total de
los pacientes tratados. Varias razones se invocan en el escaso éxito: el cuadro 2 resume las
principales. Todas estan presentes en el microambiente asociado al tumor en todos los estadios
del melanoma en progresion y atentan contra el desarrollo de una respuesta inmune optima.
Por otra parte y en general, los pacientes incluidos en estos ensayos suelen carecer de la
expectativa de vida necesaria para el largo proceso de instalacion de una respuesta inmune
efectiva (Rosemberg, 2004, Finke y cols., 2006 Ascierto y cols., 2011). No obstante todo lo
anterior, esta terapéutica continia despertando interés, debido a la prevalente opinion acerca
de la utilidad del propio sistema inmune del paciente para destruir el tumor a un bajo costo en
toxicidad en comparacion con otros tipos de inmunoterapia. En este trabajo se explord la

posibilidad de utilizar el NeuGcGM3 como blanco terapéutico en el melanoma.
7,1 Expresion del gangliosido en los tumores primarios y las metastasis en ganglios linfaticos.

El gangliésido NeuGcGM3 se encontrd expresado en los tumores primarios y metastasis
ganglionares en los pacientes estudiados de nuestra serie, con diversos grados de intensidad

de reconocimiento por el AcM 14F7, sin presencia demostrable en la piel normal. La
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expresion de este gangliésido generalmente se limita a la membrana celular, pero en las
muestras estudiadas se observé también en el citoplasma de algunas células tumorales, quizas
debido a la intensa actividad sintética en los organitos responsables en esta zona (Aparato de
Golgi) 0 a cambios causados por la fijacion de las muestras (Blanco y cols., 2012, articulo en
publicacién; Bodd y cols-, 1990). NeuGcGM3 aparece en los tumores humanos asociado a dos
mecanismos: el origen dietético y el metabolismo enddgeno iniciado con el glicolil-CoA como
precursor (Tangvoranuntakul y cols., 2003, Bardor y cols., 2005; Gabri y cols., 2009). Algunos
autores sugieren una via alternativa de sintesis del NeudGc a partir de otros intermediarios del
metabolismo celular en el caso de algunos tumores (Malykh y cols., 2001). Otros gangliésidos
aparecen en las células normales, como ejemplo el gangliésido GD3 en el citoplasma de las
células neuronales maduras y la funcién Acetilada de GM3 (NeuAcGM3), que es un
componente de la membrana en las células normales (Seyfried y cols., 1982; Tsuchida y cols.,
1987; Svenerholm y cols., 1989; Kohla y cols.,.2002) . En este estudio, la ausencia de
reactividad del 14F7 en los queratinocitos normales confirmd la selectividad de reconocimiento
de este monoclonal por la funcién Nglicolilada de este gangliésido. Se establecié de esta

manera el blanco para la inmunoterapia activa especifica del melanoma cutaneo.
7,2 Sequridad

Este trabajo describid las primeras experiencias con la administracién de la formulacién vacunal
NeuGcGM3/VSSP  por las vias IM y SC en pacientes con melanoma cutaneo y ocular
avanzado. En general, los diferentes tipos de vacunas ensayadas en melanoma se caracterizan
por su baja toxicidad y en este caso la vacuna demostré ser segura por ambas vias de
administracion, con toxicidad de leve a moderada y reversible en todos los casos. Los eventos
adversos observados en la administracion IM no fueron muy diferentes de los observados en los

niveles de dosis equivalentes por la via SC. Predominaron los eventos locales relacionados con
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el sitio de inmunizacion, sobre todo en el caso de la administracion IM, donde el uso del
adyuvante oleoso pudo haber jugado un papel en su intensidad. Esta situacién se observo
previamente en los estudios pre clinicos con la vacuna NAcGM3/VSSP/ Montanide ISA 51,
donde se utilizé la emulsion de Montanide ISA 51 como control en ratas y monos (Bada y cols.,
2002; CENPALAB Informe, Julio 2003; Bada y cols., 2005) y en los resultados obtenidos en
pacientes con cancer de mama avanzado (Carr y cols., 2003). La ausencia de eventos
adversos locales de intensidad moderada a severa en los pacientes que recibieron la vacuna
por la via SC evidencia el posible papel causal del adyuvante. Las manifestaciones de toxicidad
seudogripales ocuparon el segundo lugar en frecuencia, pero sin gran relevancia en cuanto a
intensidad y duracion en las dos vias de administracion, lo que es comdn en las vacunas para
agentes infecciosos y cancer (Goyetche y cols., 2004; Ramanathan y cols., 2005; Eggermont y
cols., 2009). Una observacién relevante en este estudio fue el vitiligo que aparecié en 4
pacientes, evento no reportado antes con esta formulacion cuando se usé en pacientes con
cancer de mama (Carr y cols., 2003). En este caso, el vitiligo se indujo a pesar de que la vacuna
no contenia antigenos presentes en los melanocitos normales. En el capitulo 3 de este trabajo
se confirmd que en las muestras de piel normal no existia el NeuGcGM3 y adicionalmente se
conoce que los gangliésidos no participan en las vias de sintesis de la melanina (Birklé y cols.,
2000). De acuerdo a todo lo anterior, esta observacion constituye el primer reporte de vitiligo
relacionado con las inmunizaciones con una vacuna molecular de gangliésidos. Segun de Gast
GC, (observacion no publicada) este evento ocurre de forma espontanea en menos del 0.1 % de
los pacientes con melanoma en estadio 1V, por lo que este hallazgo resulta de extremo interés.
Como se expuso antes, los mecanismos responsables de la aparicion del vitiligo en humanos
sometidos a inmunoterapia no estdn aun bien definidos; estas lesiones se atribuyen a la
presencia de células CD8+ especificas que causan pérdida de los melanocitos cutaneos (Yee y

cols., 2000; Rocha y cols., 2000; Das PK, y cols., 2001; Lengagne y cols., 2004). La hipétesis
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planteable en este caso es la reactivacion de la respuesta inmune o “inmunorestauracion”
lograda, propiciadora de la presentacién de otros antigenos de diferenciacion presentes en el
melanocito y no en la vacuna, con la reaccion CD8+ antimelanocito y la respuesta especifica de
anticuerpos como manifestacion de autoinmunidad ( Michelsen , 2009). Aunque el tema no esta
totalmente aclarado aun, algunos estudios sugieren el rol de las células T infiltrantes en la
despigmentacién que ocurre en pacientes con melanoma de forma espontanea o después de
estrategias de vacunacién (Jacobs y cols., 2009). La reaccion en cadena de polimerasa-
transcriptasa detecta linfocitos T idénticos y clonalmente expandidos en el melanoma en
regresion y en los halos de despigmentacion que rodean al tumor (Garbelli y cols., 2005; Chang
y cols., 2011). La via especifica de la destruccion no es conocida aun, una hipétesis planteada
por algunos autores es la induccion de apoptosis por linfocitos especificos Melan-A-Mart-1
(Kiniwa y cols., 2001; Huang y cols., 2001; Michelsen, 2009).Tres de los 4 pacientes que
presentaron vitiligo  tuvieron  respuesta antitumoral objetiva y tiempo de supervivencia
prologados a pesar de lo avanzado de la enfermedad. Esto sin embargo, no se correspondio
con una fuerte respuesta de anticuerpos contra el NGcGM3, pero la relacién con el proceso de
inmunizacion fue evidente ya que aparecié durante las primeras 5 dosis y continu6 a pesar de
interrumpirse las mismas.  Algunos autores han reportado la aparicién de vitiligo en otros
estudios; este hecho ha sido interpretado como un predictor de mejor evolucion de la
enfermedad en los pacientes con melanoma (Maire y cols., 2011). Gogas y cols. lo observaron
en los pacientes tratados con IFN; Rosemberg lo describié durante el tratamiento de pacientes
de melanoma con IL-2, pero no se observd en los pacientes tratados que presentaban
carcinoma metastasico de células renales. Este tipo de evento no se reportd tampoco con la
vacuna GM2-KLH-QS21 (Livingston y cols., 1994; Kirkwood y cols., 2001). La formulacién
vacunal NeuGcGM3/VSSP por la via SC demostré ser segura, activa y capaz de inducir

respuesta de anticuerpos a pesar de carecer de adyuvante en su composicion. Todo lo anterior
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y el hecho de no encarecer los costos de produccion a pesar de incrementarse la dosis de la

formulacion la hacen idénea para el tratamiento. (Fernandez y Mesa, 2001)

7,3 Inmunogenicidad:

La vacuna fue inmunogénica en general. Los titulos pre inmunes para IgG e IgM se observaron
en ambas vias de administracion, pero el rango fue mas amplio para IgM en la administracion
SC. Como se expreso anteriormente, la presencia de gangliésidos en los tumores se considera
causa de inmunosupresion y por ende de progresion tumoral. Esto se debe fundamentalmente a
su asociacion con el cambio del patron de respuesta inmunoldgica de tipo inflamatoria Th-1 a
Th-2, (Crespo y cols., 2006). Segun Ravindranath y cols., titulos elevados de IgM de forma
enddgena, son capaces de disminuir el volumen circulante de los gangliésidos liberados por el
tumor a la circulacion y su microambiente (Ravindranath y cols., 2002, 2007), por lo que las
terapias que activamente o pasivamente lo logran, coadyuvan en la restauracién de la
inmunocompetencia y el enlentecimiento de la progresién tumoral (Gulley y cols., 2010,2011).
Para afirmarlo es necesario el analisis de la presencia de ganglidsidos en los tejidos tumorales
y el suero de los pacientes, antes y después del tratamiento, estudio farmacodinamico que no
se realizd en esta tesis. La implicacidn de los linfocitos T en la respuesta inmune ante los
gangliésidos no era aceptada hasta hace poco debido al origen timo independiente de los
mismos, sin embargo en los informes de Labrada y cols., se demuestra la implicacion de la
respuesta inmune celular en el efecto antitumoral generado por NeuGcGM3/VSSP (Labrada y
cols., 2008, 2010). Los resultados de estos informes muestran el papel de la maduracion de las
células dendriticas y la accién de las poblaciones NK y TCD8+ en el mecanismo de accion
antitumoral generado por la formulacion NeuGcGM3/VSSP. En este trabajo no se pudo
correlacionar la respuesta antitumoral con los titulos de anticuerpos, sin embargo, los titulos

logrados modifican el criterio prevalente acerca de la baja inmunogenicidad de los
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gangliésidos. Las caracteristicas intrinsecas del preparado vacunal: su pequefio tamafio
(nanoparticula) y la presencia de las proteinas del complejo de membrana externa de la
Neisiseria meningitidis (Campa y cols., 1988) como activadores de la inmunidad innata del
paciente hacia los gérmenes gran negativos, condicionan también esta respuesta hacia los
gangliésidos al presentarlos en este contexto. La vacuna GMK de Livingston y cols. desarroll6
niveles de anticuerpos en rangos inferiores y principalmente de tipo IgM. Esta formulacién
contenia un gangliésido con baja inmunogenicidad (GM2), un carrier formado por una
molécula de gran tamafio ( Keyhole Limpet Hemocianine) y un adyuvante(QS21) que aportaba
poco a la inmunogenicidad del conjunto (Livingston y cols, 1994; Lens, 2008). Por el contrario,
NeuGcGM3/ VSSP, superd estos inconvenientes al ser mas inmunogénica y actuar los
anticuerpos generados como secuestradores de antigenos (gangliésido NeuGcGM3). Esto
causa la disminucion de la inmunosupresion 'y propicia la inmunorestauracién en el
microambiente tumoral. Se conoce que el NeuGcGM3 liberado del tumor regula negativamente
la molécula CD4 de los linfocitos humanos y murinos, particularmente en las células T
CD4+CD25- (efectoras) y no en las de funcion T CD4+CD25+ reguladora (De leén y cols., 2006).
Sin embargo, se ha demostrado la capacidad de los sueros post- inmunes inducidos por la
vacunacion con NeuGcGM3/ VSSP, para impedir esta regulacion negativa inducida por el
gangliésido (Mulens y cols., 2010). Lo anterior podria facilitar la funcién auxiliadora de las células
T CD4+ a favor del patron inflamatorio Th1; una de las condiciones necesarias para obtener
respuesta antitumoral. Por otra parte, la citotoxicidad mediada por anticuerpos puede inducir la
muerte celular mediada por complemento, situacion ya demostrada por Carr y cols., con los
sueros post-inmunes de pacientes con tumores de mama avanzado (Carr y cols., 2003). Estos
anticuerpos tienen ademas capacidad litica independiente de complemento y son gangliésido-
especificos contra NeuGcGM3 (Carr y cols., 2000). Como dato adicional, existen evidencias

experimentales que sugieren que la formulacion vacunal NeuGcGM3 es capaz de estimular
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la diferenciacion y maduracién de las células dendriticas y la infiltracidén del tumor por linfocitos
T CD4+, T CD8+ y células B(CD19+) (Labrada y cols., 2010 a,b,y c.) . En este trabajo no se
pudo evaluar esta respuesta por las limitaciones en las mediciones inmunoldgicas y los estudios
sobre las metastasis; solo se aportaron elementos clinicos para demostrar la presencia de

actividad antitumoral relacionada con el proceso de la inmunizacion.
7,4 Respuesta antitumoral.

La presencia de respuesta objetiva antitumoral, junto a los resultados de SV obtenidos en los
pacientes inmunizados con NeuGcGM3/ VSSP en los ensayos clinicos presentados, constituyen
evidencias de actividad antitumoral de la formulacion vacunal por las dos vias de administracion.
En ambos casos el 45% de los pacientes presentd algin grado de respuesta objetiva al
tratamiento (RC/ RP/ EE). Predominaron las estabilizaciones tumorales en las dos series, con
aumento de la mediana de SV global para el subgrupo de los pacientes respondedores. Este
hecho, aunque sin criterios de validez externa, resulta representativo de alguna ventaja
terapéutica. La respuesta objetiva en la inmunoterapia con diferentes preparados vacunales no
es un hecho comln ni de obtencién rapida, suele observarse en pacientes tratados con
Quimioterapia y Bioquimioterapia como resultado directo de la citotoxicidad, pero en el caso de
las vacunas precisa el establecimiento previo de una respuesta inmune adecuada. Los farmacos
citotoxicos afectan al tumor solamente durante el periodo de administracién y poco después de
discontinuado el tratamiento. La toxicidad, y los fenémenos de resistencia que se presentan
con esta terapéutica hacen cesar la actividad antitumoral y resultan en el incremento de la
tasa de crecimiento del tumor (Schlom, 2012). En el caso del tratamiento con vacunas el
mecanismo de accion es diferente. Presentan una cinética de la respuesta clinica
caracterizada por el enlentecimiento de la progresion tumoral que hace crénica la evolucién y

permite alargar la SV del paciente. (Grafico 3). Las vacunas terapéuticas no actian directamente
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sobre el tumor sino sobre el individuo, a través de la aparicion de la respuesta inmune que
tarda en desarrollarse y que es la responsable de la citotoxicidad. Las reinmunizaciones
potencializan su aparicién y con la lisis tumoral, aparecen antigenos tumor asociados
adicionales, de manera tal que el repertorio inmune se amplia y ocurre el “fendémeno de
cascada” o “amplificacién antigénica”. Este fenémeno se asocia a la aparicion de diversos
grados de respuesta antitumoral y se describi6 en la inmunoterapia con vacunas de péptidos
(Ribas y cols., 2003). La aparicidn del Vitiligo en cuatro pacientes como manifestacion de
autoinmunidad, constituye una evidencia de la amplificacion antigénica que permitio el
reconocimiento de otros antigenos presentes en los melanocitos. Se asocié en estos cuatro
pacientes con diferentes grados de respuesta antitumoral. Resulta evidente que las vacunas
por si mismas como monoterapia no tienen el poder de causar una reduccién drastica del
volumen tumoral, pero tienen el potencial de realizar su actividad antitumoral durante mucho
tiempo, provocando un enlentecimiento del crecimiento del tumor (Gulley y cols, 2010,2011).
Esta situacion puede continuar por meses, o afos y lo que es mas importante, a traves de
tratamientos subsecuentes, lo que se traduce en aumentos de la supervivencia, con pequefia
0 ninguna diferencia en el tiempo para la progresidn, y en ocasiones con un bajo grado o incluso
ningun grado de respuesta antitumoral. (Hoss y cols, 2007; Stein y cols., 2011). Ese tipo de
respuesta dio lugar a un cambio drastico en la evaluacion de la respuesta antitumoral producida
por la inmunoterapia (Hoss, 2011), (Criterios de respuesta inmunoldgica en tumores s6lidos,
2009). En este trabajo fue evidente la aparicion de respuesta antitumoral (45%
aproximadamente en ambos ensayos clinicos), con predominio de la estabilizacién de la
enfermedad (68% de las respuestas obtenidas), (15/22). Esta estabilizacién tumoral prolongada
se observd en varios pacientes acompafiada de la capacidad funcional adecuada para permitir
la vida en equilibrio con la enfermedad. Esto constituye hoy el principal objetivo a lograr en

pacientes con cancer avanzado e incurable por los métodos terapéuticos oncoespecificos
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tradicionales. (Lage y cols., 2011; Wilhenhof y cols., 2011). Sin embargo, el tratamiento en
pacientes con menor carga tumoral puede ser mas eficaz (Wasif y cols., 2011; Gulley y cols.,
2007). La inmunoterapia con otros farmacos como el Interferén produce respuestas objetivas en
al menos 15% de los pacientes, con alta toxicidad y corta duraciéon. En el caso de la IL-2, la
diferencia estriba en la duracion prolongada de las RC que se obtienen en menos del 4% de los
mismos (Atkins y cols, 1999). La Quimioterapia con los farmacos tradicionales, (DTIC, sales de
platino, Vinblastina) y los de ultima generacion (Fotemustine, Temozolomida) unidos o no al
Interferén o a la IL-2 no demostraron influencia en el retardo en la aparicion de la progresién
tumoral ni en el aumento de la supervivencia global (Avril y cols., 2004, Kim y cols., 2009). En
general puede decirse que estos farmacos no han cambiado radicalmente el panorama de la
enfermedad avanzada y metastasica. Ipilimumab (Hodi y cols., 2010) y Vemurafenib (Sennik,
2012) mostraron resultados terapéuticos en materia de respuestas y supervivencia global nunca
antes logrados, situacion ésta sin antecedentes en la historia de la terapéutica de esta
enfermedad. Sin embargo, por las razones antes expresadas en esta tesis (Bronstein, 2011),
resultan poco asequibles para la mayoria de pacientes con melanoma y no representan la
solucién terapéutica definitiva al problema. La terapia dirigida a dianas moleculares en la célula
tumoral aunque constituye un revolucionario acercamiento a la terapéutica ideal, queda
identificada como una forma de terapia personalizada, limitada para aquellos con la presencia
de la alteracion “blanco” en el tumor ( Yajima y cols., 2012). Esto resulta para Vemurafenib
(mutacion VOO6E del BRAF) (Dienstmann y Tabernero, 2011). En nuestro caso, la inmunoterapia
efectiva con NeuGcGM3/ VSSP estaria limitada a pacientes con expresion del gangliésido en el
tumor, lo que indudablemente de cierta forma “personaliza” el tratamiento. La ausencia de
predictores de respuesta es uno de los principales problemas a resolver en el tratamiento de los
pacientes con melanoma avanzado. La presencia de un marcador pronostico ayudaria en la

seleccion de los pacientes para los diferentes tratamientos, evitando asi riesgos innecesarios de
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toxicidad. De acuerdo a los resultados obtenidos, en este trabajo, debe estudiarse con mayor
profundidad la relacién entre la respuesta pre inmune contra NeuGcGM3, la respuesta clinica y

la SV como modo de buscar predictores de respuesta al tratamiento vacunal.

La formulacion NeuGcGM3/VSSP demostré  seguridad, inmunogenicidad en pacientes con
melanoma avanzado irresecable. En un subgrupo de los pacientes vacunados se evidencid
respuesta antitumoral e incremento de la SV global. Los antecedentes pre clinicos sustentan el
efecto antitumoral de esta vacuna y al gangliésido NeuGcGM3 como un blanco terapéutico en
pacientes con melanoma. Quedo establecida la prueba de principio para la formulacion vacunal
NeuGcGM3/VSSP. Puede inferirse con estos resultados que el escenario ideal para esta
inmunoterapia activa especifica seria el adyuvante en los pacientes con alto riesgo de recaidas,
donde el estado inmunolégico menos comprometido del paciente, la baja carga tumoral y el
mejor funcionamiento de drganos y sistemas permitirian la induccion de una respuesta inmune
capaz de causar respuesta antitumoral activa. La expectativa de vida del paciente en esta
situacion clinica permite realizar un tratamiento lo suficientemente prolongado para inducir la
aparicion de una respuesta inmune adecuada. Los resultados obtenidos justifican la realizacién
de ensayos clinicos de eficacia. Adicionalmente, debe ampliarse la evaluaciéon de esta
formulacion en pacientes con melanoma uveal y oral donde existen evidencias preliminares de
expresion del antigeno NeuGcGM3. La estrategia de combinacién de inmunoterapias con
diferentes mecanismos de accion con la quimioterapia debe investigarse en la busqueda de
mejores resultados, conocidas la sinergia con diversos farmacos, la heterogeneidad del
melanoma, su natural eficiencia en desarrollar mecanismos de “escape” y su respuesta ante la
manipulacién inmunoldgica (Gulley y cols., 2007). Ensayos clinicos para evaluar la eficacia de

esta formulacién en Melanoma cutaneo y ocular seran el nuevo propdsito.

7,5 Conclusiones
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Discusion

Los resultados mostrados en cuanto a expresion en los tumores primarios y sus metastasis
linfaticas, seguridad, inmunogenicidad y respuesta antitumoral, unidos a los datos de SV
obtenidos en los pacientes con la aplicacion de NeuGcGM3/VSSP, reafirman la posicion del
gangliésido NeuGcGM3 como blanco terapéutico en pacientes con melanoma y permiten
considerar la realizaciéon de estudios de eficacia con esta preparacion vacunal en diferentes

escenarios terapéuticos.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

El gangliésido NeuGcGM3 se expresa en los melanomas primarios y sus metastasis
locorregionales, lo cual sugiere que puede ser un blanco terapéutico para esta

enfermedad

La vacuna molecular NeuGcGM3/VSSP administrada por la via subcutanea o por la via
intramuscular con Montanide ISA 51 es segura en un esquema de 15 dosis (un afio de

tratamiento) en pacientes con melanoma avanzado irresecable o metastasico.

La inmunogenicidad de la vacuna molecular NeuGcGM3/VSSP se evidencia con la
generacion y/o incremento de los titulos de anticuerpos contra NeuGcGM3, en pacientes
con melanoma avanzado irresecable 0 metastasico, al administrarse por la via

subcutanea o intramuscular con Montanide ISA 51

La vacuna molecular NeuGcGM3/VSSP es capaz de generar respuesta clinica objetiva
(respuesta completa, respuesta parcial o estabilizacién) en un subgrupo de pacientes
con melanoma avanzado irresecable o metastasico e incrementar en estos la mediana

supervivencia global.
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RECOMENDACIONES.

1. Ampliar la evaluacion Inmunohistoquimica de la expresion del gangliésido NeuGcGM3

en melanomas uveales y en metastasis a distancia de cualquier tipo de melanoma.

2. Realizar ECs Fase Il con la vacuna molecular NeuGcGM3/VSSP en pacientes con

melanoma metastasico y en el escenario adyuvante.

3. Evaluar el efecto de largos periodos de inmunizacion en la inmunogenicidad, la
respuesta clinica antitumoral y en la supervivencia global de los pacientes con

melanoma.

4. Evaluar el valor predictor de la respuesta pre inmune contra el gangliésido NeuGcGM3
en la respuesta clinica antitumoral y en la supervivencia global de los pacientes con

melanoma.

5. Evaluar el valor prondstico de la respuesta preinmune contra el gangliésido NeuGcGM3
en la supervivencia libre de progresion y en la supervivencia global de los pacientes con

melanoma en etapas tempranas.

6. Estudiar la contribucién de las diferentes poblaciones del sistema inmune en la
respuesta antitumoral generada por la vacuna molecular NeuGcGM3/VSSP en pacientes

con melanoma.

7. Explorar la combinacion de la vacuna con otros tratamientos contra melanoma donde se
incluyan las estrategias de intervencion sobre circuitos de regulacion del sistema

inmune.
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