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del cancer avanzado
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RESUMEN

El cancer constituye una de las principales causas de muerte en Cuba y en el resto del mundo. El receptor del
Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) es una glicoproteina de membrana, que se sobre-expresa en tumores
epiteliales y que se asocia al proceso de transformacién maligna. El h-R3 es un anticuerpo monoclonal (AcM)
humanizado obtenido en el Centro Inmunologia Molecular (CIM), mediante técnicas de Ingenieria Genética que
reconoce al EGFR con alta afinidad. Para caracterizar la actividad farmacolégica del AcM se llevaron a cabo
experimentos in vitro e in vivo en la linea de carcinoma A431. Se demostré que el h-R3 posee una potente
actividad antitumoral, antiangiogénica y proapoptética. Se evalué la aparicion de resistencia al tratamiento
prolongado con el h-R3, y se demostré que se induce resistencia in vivo, en relaciéon con la seleccién de
subpoblaciones con elevado potencial angiogénico. Se realizaron 2 ensayos clinicos para evaluar la seguridad,
biodistribucién, farmacocinética asi como la eficacia preliminar del AcM h-R3 en el tratamiento de pacientes con
cancer avanzado de cabeza y cuello. En el ensayo Fase | se demostré que el AcM es seguro, poco inmunogénico y
exhibe un comportamiento farmacocinético no lineal. En pacientes portadores de tumores avanzados de cabeza y
cuello, se produjo un incremento significativo de la respuesta antitumoral cuando el h-R3 se combiné con la
Radioterapia. En el afo 2002 se obtuvo el registro condicionado en Cuba del h-R3 como tratamiento del cancer
avanzado de cabeza y cuello.

El método de humanizacién del AcM h-R3 recibié el Premio Anual de la Academia de Ciencias de Cuba en el ano 1998.

Introduccién

A pesar de los avances en la terapia antitumoral, los
tumores de origen epitelial siguen siendo una de las
primeras causas de muerte anivel mundial [1].

En particular, el cancer avanzado de cabezay cue-
Ilo representaen laactualidad un problemade salud.
Laincidenciamundial detumoresde cabezay cuello
es crecientey se estima gue se diagnostican cada afio
alrededor de 500 000 nuevos casos en todo el mundo
[1]. En Cuba se produjeron 487 defunciones en el
afo 2000 por tumores delabio, cavidad bucal y dela
faringe, para unatasade 4,4 por cada 100 000 habi-
tantes[2]. El crecimiento en laincidenciase asociaal
elevado consumo detabaco y alcohol. Casi el 95% de
los tumores de cabeza y cuello se clasifican como
carcinomas escamosos o epiteliales. En el 90% delos
carcinomas escamosos de cabezay cuello se sobre-
expresael receptor del factor de crecimiento epidér-
mico (EGFR) [3, 4].

A pesar delosavancesen lacirugia, laquimiotera-
piay laradioterapia, muy poco se haavanzado en el
tratamiento del cancer avanzado de cabezay cuello
[5]. Paralostumores que se diagnostican en etapalll
y IV y que no son tributarios de tratamiento quirar-
gico, el tratamiento convencional incluye lairradia-
cién seguidade cirugiaen los casos en que seaposible.
Larespuesta objetiva antitumoral (remisiones com-
pletas o parciales) después de la terapia radiante es
baja, ya que solamente entre 30 y el 40% de los
pacientes tratados experimentan algunamejoria[6].
El porciento de respuestas completastras laradiote-
rapiano superael 25%y variade acuerdo alalocali-
zacion anatébmicadelalesion primaria. El tratamiento

delasrecidivas corregional es sigue constituyendo un
importante desafio. Adicionalmente, la duracion de
larespuesta obtenidatras laradioterapia es limitada
y la mayoria de estos pacientes con recidivas
locorregional es desarrollan una enfermedad progre-
siva que va acompafiada de intenso sufrimiento. Es
por eso que otros tratamientos con posibilidades
potenciales deresultar efectivos son objeto deinten-
sainvestigacion en laactualidad [6].

Sistema EGF/EGFR

El Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) es una
molécula polipeptidica de 53 aminoéacidos, de peso
molecular 6,045 Kd, aislada por primeravez de glan-
dula submaxilar de ratdn. Posteriormente se obtuvo
unamoléculasimilar aisladade orinahumana[7]

El EGFR es una glicoproteina de membrana de
170 Kd. Sudominiointracelular estdasociado a acti-
vidad proteina quinasa tirosina especifica, que pre-
senta homologia estructural con el producto del
oncogen v-erb-B, evidencia que sugiere su relacion
con el proceso de transformacién maligna[8, 9].

Lasobre-expresion de EGFR confiere ventajas de
crecimiento, alto indice de metastizacion, resisten-
ciaalaquimioterapiay alahormonoterapiay cons-
tituye en general un signo de mal pronostico. Las
respuestas bioldgicas integradas al EGFR son
pleiotrépicas [10].

El gen del receptor de EGF se encuentra amplifi-
cado y/o sobre-expresado en los carcinomas
epidermoides humanos[11-15], lo que confiere ven-
tajas de crecimiento a estas células.
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Estudios bioguimicos e histol 6gicos debiopsiasde
tumores humanos han demostrado la sobre-expresion
del EGFR en diferentes neoplasias humanas, inclu-
yendo cancer de mama, vejiga, rifién, ovario, pulmén,
cerebro, pancreas, entre otros [11-15]. También se ha
demostrado que el EGF y el TGF alfa provocan
estimulacion del crecimiento delineas celularesdetu-
mores con expresion de EGFR [16].

Lainmunoterapiapasivaparalas enfermedades ma-
lignasasociadas al sistema EGF/EGFR, utilizando an-
ticuerpos monoclonales contrael EGFR, hasido objeto
de multiples investigaciones, en las cuales se ha de-
mostrado que el reconoci miento especifico del recep-
tor por el anticuerpo bloguea la unién del ligando,
constatdndose efecto inhibidor de la estimulacion
mitogénica de las células malignas. Sin embargo, €l
origen murino de estos anti cuerpos monoclonal es pro-
voca en los pacientes tratados |a generacién de anti-
cuerpos contra esta proteina heterdloga (HAMA,
Human Antimouse Antibodies).

AcM ior egf/r3

En el Centro de InmunologiaMolecular se generd un
hibridoma productor de un anticuerpo monoclonal
murino, tras lainmunizacién con unafraccion puri-
ficadade placentahumana, quereconoceal receptor
del EGF con alta afinidad y que es capaz de inhibir
la union del EGF a su receptor en un ensayo de
competencia. Este anticuerpo fue denominado ior
egf/r3[17, 18].

El AcM ior egf/r3inhibio laproliferacion delineas
tumorales con altaexpresién de EGFR en cultivoy en
ratones xenotrasplantados, constatandose evidencias
de actividad antitumoral [17].

Ensayos Clinicos
con el AcM ior egf/r3

El AcM murino ior egf/r3 murino fue utilizado en 6
Ensayos Clinicos precedentes. En 2 de estos ensayos
se empled en el diagnéstico inmunogammagréfico de
tumores de origen epitelial, administrandose 3 mg del
anticuerpo marcado con Tecnecio 99 (*" Tc) [19].

Con el anticuerpo murino se realizaron 4 ensayos
clinicos terapéuticos, en los Hospitales Hermanos
Amejeiras, CIMEQ, Instituto Nacional de Oncologia
y Radiobiologia (INOR), Instituto de Neurologia y
Neurocirugia (INN) y Hospital Manuel Fagjardo, en
Ciudad delaHabana.

En total se incluyeron 58 pacientes con enferme-
dad neoplasica en las siguientes localizaciones: pul-
mon, cerebro, mamay sistemadigestivo [20, 21].

En el ensayo clinico terapéutico Fase | setrataron
18 pacientesy se escalaron 6 niveles de dosis desde
200 mg hasta 2,0 g, no presentandose ninguna reac-
cion adversa severani muy severasegun los criterios
delaOrganizacion Mundial delaSalud. (OMS) [20].

En e 83,3% de los pacientes se detectd respuesta
HAMA (Human antimouse antibodies). En este ensayo
seobtuvieron los siguientes datos de farmacocinética: t
% =38,49h,Cl =1,2mL/hkgy Vd=0,05L/Kg[20].

En este ensayo, se constatd remision parcial del
tumor en 1 paciente. Lasobrevidaglobal de este ensa-
yo fue pobre, pero se encontré aumento de sobrevida
en 2 pacientes (por mas de 2 afios), asociado a la
administracion deciclosrepetidos del ior egf/r3[20].

En otro ensayo Fase | en pacientes portadores de
tumores astrociticos avanzados se constat6 unareac-
cion alérgicamuy severa asociada con la sensibiliza-
cion previa del paciente al AcM y ala aparicion de
respuestaHAMA. Aungue no aparecieron evidencias
de respuesta objetivaantitumoral, 6 pacientes se man-
tuvieron en enfermedad estable durante 6 mesesy 2
pacientes permanecieron vivas, 4 afios después de ter-
minadalaterapia[21].

En los Ensayos Clinicos Fase I 1a, que implicaban
variosciclos detratamiento con el AcM en pacientes
con tumores localizados en pulmén o mama si se
reportaron reacciones adversas severasy muy seve-
ras, ademas de la aparicion de respuesta HAMA.
Las reacciones adversas severas fueron vomitos,
bronco-espasmo, fiebrey disneaal reposo. Lasreac-
ciones adversas muy severas consistieron en anafi-
laxia (4 pacientes), fiebre con hipotensiény relgjacion
de esfinteres (1 paciente). En todos los casos las
reacciones aparecidas se controlaron traslainterrup-
¢ion delaadministracion del anticuerpoy con trata-
miento médico.

Humanizacién del AcM

Con el objetivo deincrementar la eficaciaterapéutica
y disminuir latoxicidad se procedié alahumanizacion
del anticuerpo murinoior egf/r3[22].

L a humanizacién de anti cuerpos permite combinar
|as regiones hipervariables de anti cuerpo murino con
el marco de soporte de unainmunoglobulina humana
y de estaformafusionar las regiones de origen murino
gue reconocen con alta especificidad al antigeno con
| as cadenas pesadas de un anti cuerpo humano necesa-
rias parasu efectividad biolégica.

El anticuerpo R3 humanizado (h-R3) se obtuvo
mediante clongjeapartir delaregion variabledel ADN
obtenido del hibridoma murino ior egf/r3. Este anti-
cuerpo h-R3 contiene las regiones hipervariables
(CDR) deorigen murino (ior egf/r3) y losmarcos (Frs)
delasregiones variablesy de |as regiones constantes
delascadenas pesaday ligerade origen humano (REI
y NEWN respectivamente). El anticuerpo humaniza-
do reconoce al receptor del EGF con similar afinidad
que su predecesor murino (10°M ) [22].

Para caracterizar |la actividad biolégica del anti-
cuerpo humanizado se realizaron experimentos pre-
clinicos in vitro e in vivo, sobre una linea tumoral
con sobre-expresion del EGFR: lalineade carcinoma
vulvar A431.

Para caracterizar la toxicidad, el comportamiento
farmacoldgicoy laeficacia preliminar del AcM h-R3
en el tratamiento de pacientes portadores de tumores
avanzados se realizaron 2 ensayos clinicos.

L a caracterizacion quimico-farmacéuticadel AcM
h-R3, de conjunto con lainformacion preclinica, pro-
ductiva, y a la eficacia demostrada en los ensayos
clinicos permiti6 laconcesién del registro provisional
del h-R3 por laAgenciaRegulatoria Cubana, el Centro
Estatal para el Control de los Medicamentos, como
tratamiento del cancer avanzado de cabezay cuello.

El AcM h-R3 constituye el primer anticuerpo re-
gistrado en el mundo contrael EGFR, al igual queel
primer anticuerpo monoclonal aprobado aescalamun-
dial parael tratamiento del cancer avanzado de cabe-
zay cuello.
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El anticuerpo monoclonal h-R3 constituye ademés
el primer AcM registrado por el Centro de
InmunologiaMolecular paralaterapiadelasenferme-
dadesmalignas.

Obijetivos

1. Bvaluar laactividad antitumoral del anticuerpo
monoclona (AcM) h-R3 en lalinea de carcinoma
vulvar A431invitro ein vivo.

2. Evaluar el efecto anti-proliferativo, anti-
angiogénicoy pro-apotético del AcM h-R3enlalinea
decarcinomavulvar A431.

3. Evaluar laaparicién deresistenciatrasel trata-
miento prolongado con AcM anti-EGFR.

4. Evaluar los posibles mecanismos de aparicién
deresistencia alos anticuerpos anti-EGFR.

5. Evauar laseguridad, biodistribucion, farmaco-
cinéticaeinmunogenicidad del AcM h-R3 administra-
do en dosis simple a pacientes portadores de tumores
epiteliales avanzados.

6. Evaluar la seguridad y eficacia preliminar del
AcM h-R3 administrado en dosis multiples a pacien-
tes portadores de carcinomas epidermoides de cabeza
y cuello en etapas avanzadas.

Material y métodos

Lineas celulares y condiciones de cultivo

La lineatumora de carcinomavulvar A431 se obtuvo
delaColeccién Americana de Cultivo Celular (ATCC,
Rockville, MD). Laslineasfueron cultivadas en condi-
ciones de cultivo (unidimensional) monocapa o
tridimensional (esferoides) en medio modificado de
Dulbecco (DMEM, Lifetechnologies, Inc), suplemen-
tado con 10% de suerofeta bovino (FBS; Gibco-BRL,
Grand Island, NY'), en condiciones convencionales de
cultivo (37 °C en atmoésferahiimeda, 5% CO,). El culti-
vo en esferoides (multicelular) se prepar6 utilizando la
tecnologia de recubrimiento liquido. Brevemente, las
placas de cultivo de 96 pocillos (Nalge Nunc Inc.,
Naperville, IL), fueron recubiertas con Agarosaa 1%
(BMA, Rockland, ME). Las placas fueron colocadas
en un agitador orbital, aunavelocidad de 250 rpm du-
rante 5 minutos, para permitir que las células cultiva-
das estuvieran en estrecho contacto entre si.

Ensayo de inhibicién de la proliferacién

Laproliferacion celular se midio através de un ensayo
deincorporacion detimidinatritiada. Brevemente, 10°
células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos en
esferoides 0 en monocapa, durante 24 h y luego se
expusieron a diferentes concentraciones del AcM h-
R3, durante 48 h en €l medio de cultivo anteriormente
descrito (1% FBS/DMEM). Lascélulasfueronincuba
das en presencia de la timidina tritiada (Amersham),
durante6 hy laradiactividad incorporadaenel ADN se
contd en un contador de centelleo b (Pharmacia).

Andlisis de ciclo celular

Serealiz6 el cultivo en monocapadelalineaA431,
en presencia del AcM h-R3 a una concentracién de
100 mg/mL. Luego de 48 h deincubacion, lascélulas
fueron tripsinizadas, lavadas, fijadas en para-for-
maldehido 1% y permeabilizadas con ethanol frio al
70%. Posteriormente, se procedid al lavado,
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resuspension eincubacién delas célulasdurante 1 h
en una solucion que contenia 50 mg/mL de yoduro
depropidioy 400 mg/mLde ARNasaA. El andlisis
del perfil del ADN y el andlisis de ciclo celular se
realiz6 empleando la citometria de flujo (Becton
Dickinson, San José, CA). Los datos fueron anali-
zados empleando el software CellQuest (Becton
Dickinson).

Medicién de los niveles
de Factor de Crecimiento
del Endotelio Vascular (VEGF)

Se utilizé un sistema inmunoenzimético comercial
(R&D System, Minneapolis, MN, USA) para cuanti-
ficar losniveles proteicos del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) en el medio condicionado
de las células tumorales cultivadas en presencia del
AcM h-R3. Las células de lalinea A431 fueron sem-
bradas a una densidad de 10°células por pocillo en el
medio de cultivo convencional. Tras 48 h de
incubacién, el medio fue reemplazado por medio
DMEM/FCS al 1%, que contenia diferentes concen-
traciones del AcM h-R3. El medio condicionado fue
colectadotras 24 h. deincubaciony conservado a—70
°C hasta la cuantificacién de VEGF. El nimero de
célulasfue determinado utilizando un contador de cé-
lulas (Coulter Electronics, Luton, UK) y este dato se
empled paralanormalizacion.

Andlisis de VEGF al nivel de ARN

El andlisisde VEGF serealiz6 utilizando células en
cultivo o célulastumoral es conservadas en nitrégeno
liquido obtenidas tras exéresis a los ratones xeno-
transplantados y tratados con el AcM h-R3. En
resumen, el ARN total fue extraido utilizando el
reactivo TRIzol (Gibco BRL, Grand Island, NY,
USA), de acuerdo alasinstrucciones del fabricante.
Las muestras fueron disueltas en gel de formal dehi-
do-agarosaal 1%y se verificd que se habiaafiadido la
misma cantidad de muestra realizando una tincion
con bromuro de etidio. Luego, el ARN fuetransferi-
do a una membrana Hybond N + (Amershan
Pharmacia Biotech, Pisscataway, NJ, USA) y la hi-
bridacion se realizé utilizando una sonda de ADN
marcada con Fosforo 32 (¥*P), que reconociatodas
lasisoformasdel VEGF. Lasmembranas fueron auto-
radiografiadasy laintensidad de las bandas de 3,7 a
4.5 kb fue evaluada

Experimentos in vivo

Dieciséisratones portadores de unainmunodepresion
severa combinada (SCID), fueron inyectados subcu-
taneamente con la linea celular A431 cells (5 x 10°
cells'/mouse). Cuando las células alcanzaron un volu-
men mayor de 200 mm® los animales fueron separa-
dos aleatoriamente en los siguientes grupos de
tratamiento: grupo control (PBS), grupo detratamiento
h-R3 o grupo de tratamiento con el AcM ior egf/r3.
Cada grupo de tratamiento recibié 4 inyecciones
intraperitoniales de PBS o delosAcM antes mencio-
nados (1 mg/dosis) cada48 horas. Lostumoresfueron
resecados, transcurridos 8 dias del experimento para
estudios deinmunchistoquimicao paralarealizacion
de los estudios de biologia molecular antes referidos
(cuantificacionde ARNm).
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En un experimento independiente, 25 ratones (5
ratones en 5 grupos de tratamiento) fueron inoculados
por la via subcutanea con la linea celular A431 (7,7
x 10° células) en0,2mLdePBS. El tratamiento delos
ratones portadores de tumores bien establecidos (vo-
lumen: 200-300 mm?®) consistié en inyecciones
intraperitoneales de 1 mg (grupo de alta dosis) o de
0,25 mg (grupo de baja dosis) delosAcM h-R3 oior
egf/r3 cada48 h durante 2 semanas. El tratamiento se
mantuvo hastaque se a canzé laremisién tumoral com-
pleta de todos los ratones que recibieron tratamiento
con los 2 AcM: h-R3 e ior egf/r3. Los tumores se
midieron cada48 hy losvolimenes fueron cal culados
empleando lasiguienteformula:

Y didmetro mayor x (didmetro menor)?

Inmunohistoquimica

Lostumores resecados fueron fijados en formalinao
en lasolucion de Carnoy. Las muestras fueron embe-
bidas en parafinay cortadas en secciones de 4 mmde
grosor. Las tinciones fueron reveladas utilizando el
kit Vecstatin ABC (Vector Laboratories, Burlingame,
CA), o el kit HistoStain-SP (Zimed Laboratories,
San Francisco, CA). Laactividad antiprolifrativase
evalud atravésdelatincion del antigeno nuclear Ki67,
con el anticuerpo policlonal NCLki67p (Novocastra
Laboratories, New Castle, UK) diluido 1:1000, lue-
go de exponer €l antigeno con altastemperaturas. La
actividad apoptética se evalud a través del método
TUNEL empleando un kit comercial de deteccién de
muerte celular in situ (Roche Diagnostics GmbH,
Germany), de acuerdo alas especificaciones del fa-
bricante. Las muestras en las cuales la enzima
transferasa desoxinucleotidil terminal no se afiadio
sirvié como control negativo. Las secciones fueron
eval uadas en un microscopio éptico aunamagnifica-
cion 40 x. El indice apoptético se definié como el
porcentaje de células positivas en 100 nucleos, con-
tados en 10 campos seleccionados al azar. Latincion
de vasos sanguineos se |levo a cabo en las secciones
fijadas en la solucion de Carnoy, utilizando un anti-
cuerpo policlonal deconejo contrael Factor VI (Fac-
tor de von Wilebrand) humano y de ratén (A0082,
DAKO, Carpinteria, CA), diluido 1:500. Las células
positivas endoteliales fueron cuantificadas en 10
campos seleccionados al azar en todas las muestras,
empl eando unamagnificacion de 40x. Adicionalmen-
te se prepard una lamina control para cada muestra
que fuetefiidacon hematoxilinay eosina paraexami-
nar lamorfologiatisular.

Estadistica

El andlisis estadistico se llevé a cabo empleando el
software GraphPAD InStat, version 1,14 (GraphPAD
Inc., San Diego,CA). Los experimentosin vivo fueron
analizados empleando el test de ANOVA acoplado al
test de Bonferroni para comparaciones mulltiples.

Evaluacion de la aparicién de resistencia

Lalineacelular A431 proveniente deun carcinomade
vulvase obtuvo apartir delaColeccion Americanade
Cultivo (ATCC; Rockville, Maryland). Las variantes
independientesdelalineaA431resistentesalosAcM

ior egf/r3 y h-R3 se obtuvieron especialmente para
este ensayo. En todos los casos, |as lineas parentales
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y las variantes resistentes fueron cultivadas en medio
DMEM suplementado con suero fetal bobino, al 5%
(FBS) (Life Technologies, Inc., Grand Island, NY).
Todos los cultivos fueron mantenidos en atmoésfera
himeda, a 37 °C en incubadorade CO,,

Evaluacién de la proliferacién in vitro

Laproliferacion delascélulasparentalesy lasvariantes
resistentes se evaluo a través de la incorporacion de
timidinatritiadaen células cultivadas en monocapa. Bre-
vemente, las célulastripsinizadas fueron resuspendidas
aunadensidad de 3 x 10 ® en 100 pl de DMEM (Life
Technologies, Inc.), conteniendo 1 % de suero fetal bo-
vino y plantadas en placas de 96 pocillos (Nalge Nunc
Inc., Naperville, IL). Las placas fueron incubadas bajo
condiciones convencionales durante 24 h y luego se
anadieron 100 ul de los siguientes productos. AcM
C225, h-R30 TGFenmedio DMEM/FBSa 1%. Las
células fueron incubadas durante 48 h adicionalesy se
anadio latimidinatritiada 2 uCi/pocillo durantelas 4-6
h deincubacion.

Evaluacion de la actividad antitumoral
in vivo de los 3 AcM

LascéulasA431 (5x 10°/200 pl of PBS) fueroninocu-
ladas subcutdneamente en e flanco derecho de ratones
portadores deinmunodeficienciaseveracombinadade 6
a8 semanas de edad (peso promedio: 23 g). Luego de 10
dias (volumen tumoral promedio= 300 mm?®), los ani-
malesfueron separadosa azar en 7 grupos. Los grupos
de“dtadosis’ recibieron 1 mgdelosAcM C225, hR3y
mR3 administrados por la viaintraperitonea (IP) cada
48 h. Losgrupos de “bajadosis’ fueron tratados con la
dosisde 0,25 mg de cada AcM siguiendo & mismo es-
guematerapéutico. El grupo control recibié PBS (solu-
cién de buffer fosfato). El tratamiento se detuvo trasla
administracion de 8 inyecciones.

Obtencion de las variantes celulares
de la linea A431 resistentes a los AcM

Tras 2 semanas de tratamiento continuo en |los gru-
posdealtay bajadosisde cadaAcM C225, m-R3y
h-R3, lamayoria de los ratones alcanzaron laremi-
sion tumoral completa. En este momento el trata-
miento ceso y |os ratones fueron monitoreados para
apreciar laaparicion de recurrenciastumorales. Las
recurrencias tumorales aparecieron en mayor pro-
porcién en el grupo tratado con la dosis bajas, 2
meses después del inicio del tratamiento. Cuando
los tumores alcanzaron un volumen similar al que
tenian al momento del inicio del tratamiento, se co-
menzé una segundaronda de tratamiento utilizando
el mismo AcM, dosisy esquema. Aquellostumores
gue no respondieron durante la primera semana de
tratamiento con ladosis de 0,25 mg fueron tratados
con ladosis de 1 mg, siguiendo el mismo esquema,
durante las 2 semanas siguientes. Los ratones que
recibieron ladosis de 1 mginicialmente, fueron tra-
tados con el mismo esquema terapéutico. Los tu-
mores que no respondieron durante la segunda etapa
del tratamiento fueron considerados resistentes.
Estos ratones fueron sacrificados, y las células
tumorales fueron recuperadas in vitro, por trata-
miento enzimatico, bajo condiciones asépticas y
crecidas en medio de cultivo. Las células fueron
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pasadas en cultivo al menos 3 veces antes de cual -
quier medicion.

Andlisis del ADN

El ADN gendmico (10 ug) fuedigerido con Hinfl (New
EnglandBiolabsInc., Mississauga, Ontario, Canada),
disueltasen gel deagarosaal 0,6% Y transferido auna
membranade nylon. El patrén de bandasfue evaluado
tras hibridacion con unasonda multilocus 33,15 mar-
cada con NICE (Cellmark Diagnostic, United
Kingdom), usado en combinacion con un sustrato qui-
mioluminiscente (Tropic Inc., Bedford, MA), de
acuerdo alasinstruccionesdel fabricante.

Western blot

Para detectar la expresion de EGFR y de Her 2, se
obtuvieron lisados celulares de acuerdo a protocolo
previamente descrito. Las proteinas fueron disueltas
en SDS-PAGE y luego transferidas a una membrana
Immobilon-P membrane (Millipore, Bedford, MA).
Luego del blogueo con caseina1%/TBST, lamembrana
seincub6 con un AcM anti-EGFR Ab SC-003 o con €l
AcM anti-Her 2 Ab SC-284 (Santa Cruz Biotechnolo-
gies, San Francisco, CA) aunaconcentracion de0,2 ug/
mL. Posteriormente, lamembrana, selavéy seincubd
con un anticuerpo de carnero anti-congjo conjugado a
peroxidasa (Jackson ImmunoresearchL aboratoriesInc.,
West Grove, PA). Lafosforilacion del EGFR se deter-
mino en loslisados delas células estimul adas con TGF
alfa, usando el anticuerpo murino anti-pEGFR no.
324864 (Calbiochem) aunaconcentracion 0,1 pg/mL.
Se utilizd un anticuerpo anti-ratén W402B conjugado a
peroxidasa (Promega) a la concentracion 0,2 pg/mL,
como anticuerpo secundario para detectar el anticuer-
PO murino primario. Las manchas fueron visualizadas
usando el kit ECL deluminiscencia (Amersham Corp.,
Arlington Heights, IL).

Medicién del factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF)

Seutilizd unkit comercid paramedir losnivelesdeVEGF
murino o humano (R&D Systems, Inc., Minneapalis,
MN) en el medio decultivo procedentedelalineaceular
de carcinomavulvar A431, delasvariantesresistentesa
losanticuerposy delosclonestransfectadoscond VEGF
murino. Brevemente, las cé ulasfueron sembradasauna
densidad de 10° cells/0,5mL/pozo en una placa de 24
pozosy cuando se alcanzd una confluenciadel 80%, el
medio fue reemplazado por DMEM, que contenia 1%
de suero fetal bovino con o sin C225. El medio serecu-
perd después de 24 h y las células fueron colectadas
como se describié previamente.

Andlisis de ARN

Seutilizaron 10’ células pararealizar laextraccién del
ARN total utilizando el reactivo de Trizol (Life
Technologies, Inc., Gaithersburg, MD), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se corroboré laeficiencia
delatransferenciarealizando unatincién con bromuro
deetidio del gel y delamembrana.

Obtencion de variantes
que sobre-expresan VEGF

Se utiliz6 un plasmido que codificaba mVEGF164
(981 pb), regulado por un promotor de citomegal o-

virus (CMV), para transfectar a células A431 usan-
do el reactivo SuperFect (Qiagen Inc., Valencia, CA)
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los
clones controles resultaron producto de la transfec-
cion de un vector vacio. Los controles positivos fue-
ron seleccionados con concentraciones crecientes
(500-800pg/mL) de Geneticin (Life Technologies,
Inc., Grand Island,NY') y fueron mantenidos en pre-
sencia de 800 pg/mLde ladroga. Tres de los clones
(mMVEGF.S1, mVEGF.S2, y mVEGF.S3) fueron se-
leccionados por una prueba de resistencia al anti-
cuerpo in vivo, que fue seleccionado después del
tratamiento a bajas dosis.

Ensayo Clinico Fase |

El ensayo clinico fase | se realizé en 12 pacientes
reclutados enlos Serviciosde Oncologiadel Centro
de Investigaciones Médico Quirtrgicas (CIMEQ) y
del Hospital Hermanos Ameijeiras (HHA). Todos
los sujetos del ensayo habian concluido el tratamien-
to oncoespecifico a menos cuatro semanas antes de
lainclusion.

El anticuerpo monoclonal h-R3 fue administrado a
todos los pacientes en el Centro de Investigaciones
Clinicas.

Seleccién de sujetos

Se sel eccionaron pacientes con diagndstico citoldgico o
histol dgico decancer deorigen epitelial, enestadios|1 6
IV, que cumplieran los siguientes criterios de seleccion:

Criterios de inclusién

« Pacientes que hayan concluido el tratamiento
oncoespecifico a menos 4 semanas antes de lainclu-
sién en el ensayo y que no sean susceptibles derecibir
otraterapiacon intencion curativa.

« Pacientes que hayan concluido €l tratamiento
oncoespecifico a menos 4 semanas antes de lainclu-
sion en el ensayo 'y que no sean susceptibles derecibir
otraterapiacon intencién curativa.

« Expresavoluntariedad escritadel paciente.

+ Edad desde 18 hasta 75 arios, de ambos sexos.

¢ Estado General segin la OMS menor o igual
que3.

¢ Lesiones medibles en los diametros perpendi-
cularesmayores, por TomografiaAxia Computarizada
(TAC), Rayos X(Rx) 6 Ultrasonido (US).

e Parédmetros delaboratorio clinico:

v Hb>10g/L; leucocitos totales mas de 4
x 10° células/L; plaquetas 100 x 10°/L.

v Funcionamiento hepético dentro de li-
mites normales y/o sin antecedentes de alguna
afeccion hepatica demostrada por TGP, TGO o
Fosfatasaalcalina.

v" Funcién renal: creatinina sérica £ 132
mmol/L.

Criterios de exclusién

¢ Nocumplir algun criterio deinclusion.

e Embarazoolactancia

¢ Presentar una enfermedad croénica asociada en
fase de descompensacién, por gjemplo: cardiopatia,
diabetes, hipertensién arterial.

« Antecedentes de hipersensibilidad a éste u otro
producto semejante.
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* Estados febriles. nastotales, Glucosa, Alblimina, TGP, TGO, Fosfatasa
*  Procesos sépticos severos. Alcalina, Bilirrubina, Creatininay Urea.
e Compromiso mediastinal. . L
. Estudio de farmacocinética

Estados al érgicos agudos o de gravedad.
e Tratamiento previo con otros AcM anti EGFR
(murino o0 humanizado).

Criterios de salida

e A solicitud del paciente.

» Reacciones adversas muy severas segiin latabla
delaOrganizacion Mundia delaSalud, OMS.

» Progresién delaenfermedad antes de concluir la
evaluacion prevista.

« Pérdidade seguimiento del pacientey descono-
cimiento delaevolucién.

Laejecucion deeste Ensayo Clinico fue aprobaday
seguida hasta el final, por € Comité de Etica parala
investigacion clinicadel Centro de InvestigacionesMé-
dico Quirdrgicas, del Hospital HermanosAmeijeiras y
del Centro de Investigaciones Clinicas. Todos los pa
cientes firmaron el acta de consentimiento informado,
antes de su inclusion en el protocolo.

Esquema de tratamiento

Serealiz6 un escalado algebraico de dosis, empleando
un esguemade Fibonacci modificado, hastacompletar
cuatro grupos detratamiento. Seincluyeron 3 pacien-
tes por cada nivel de dosis.

Lasdosisadministradasdel anticuerpo monoclonal
h-R3fueron lassiguientes:

Primer Nivel: 50mg

Segundo Nivel: 100 mg

Tercer Nivel: 200 mg

Cuarto Nivel: 400 mg

En cadainyeccién se administraron 3 mg del AcM
h-R3, conjugado aun isbtopo radiactivo, Tc99m, para
facilitar los estudios de biodistribucion. Estafraccion
del AcM marcado (fraccion caliente) constituy6 par-
tedeladosistotal aadministrar, paratodoslos nive-
lesde dosis estudiados.

La administracion del producto (co-inyeccién del
AcM h-R3 marcado y no marcado) sellevé acabo en
el Centro de Investigaciones Clinicasy posteriormen-
te los pacientes permanecieron ingresados en el hos-
pital de procedencia.

El h-R3 fue administrado por viaendovenosa (vena
antecubital), en 250 mL de solucién salinaeninfusion
répida (30 minutos).

Evaluacion de la toxicidad

Se realiz6 un examen fisico exhaustivo a cada pa-
ciente antes de la administracién del producto y
luego cada 6 horas durante las primeras 24 horas
post-tratamiento. A continuacion, se practico el exa-
men diariamente durante el periodo de hospitaliza-
cion de los pacientes, que fue de al menos 72 h.
después de la administracién del anticuerpo mono-
clonal.

Adicionalmente serealizaron examenes complemen-
tarios de hematologia y bioquimica sanguinea en los
siguientestiempos: pre-inclusion en el protocolo, una
semana después y luego cada mes durante €l tiempo
de seguimiento de los pacientes.

L os examenesrealizados fueron los siguientes: He-
moglobina, Conteo de leucocitos, Plaquetas, Protei-

Se colectaron muestras de sangre del brazo
contralateral a de lainyeccion. Las extracciones se
realizaron alos 5, 10, 20, 30 minand 1, 3, 5, 8, 18,
24, 36, 48, 72, 168 and 720 horas post-tratamiento.
Las muestras fueron dispensadas en vial es secos, para
obtener suero.

Seredliz6ladeterminacion dela concentracion sérica
del h-R3 utilizando un sistemainmunoenzimético, que
contenia células A-431 pegadas a lafase solida. Estas
células procedentes de un carcinoma vulvar, poseen
unaataexpresion del receptor de EGF.

Evaluaciéon de la inmunogenicidad

Larespuestainmune contrael AcM h-R3 fue medida
através de un sistema ELISA cualitativo

Ensayo Clinico Fase I/l

El ensayo clinico Fasel/I1, fue abierto, no controlado,
no aleatorizado y unicéntrico. En el estudio seinclu-
yeron 14 pacientes (12 evaluables) atendidos en el
servicio de cabezay cuello del Instituto Nacional de
Oncologiay Radiobiologia( INOR).

Se definieron 4 grupos de tratamiento de 3 pacien-
tes cada uno, con dosis de 50, 100, 200 y 400 mg de
AcM h-R3. Cada pacienterecibi6 6 vecesladosis co-
rrespondiente del AcM. Lainclusién de los pacientes
fuelineal, deacuerdo d nivel dedosis. Adicionalmente,
los sujetos del ensayo siguieron la radioterapia con-
vencional, deacuerdo al tipoy localizacion del tumor.
La cobaltoterapia se realizé en 30 sesiones, durante 5
dias ( lunes-viernes) de 6 semanas. Secalculd ladosis
total y ladosis diaria de radiaciones para cada uno de
los pacientes.

Seleccién de sujetos

Universo

Pacientes con diagndstico de carcinomaepidermoide
de cabezay cuello, confirmado por técnicas histopato-
|6gicas, tributarios de tratamiento radiante.

Criterios de inclusién del ensayo

« Pacientes con tumores epiteliales de cavidad
bucal y mesofaringe, no susceptibles de tratamiento
quirdrgico o enrecaida, quea momento delainclusién
sean tributarios de tratamiento con radiaciones.

¢ Confirmacién delaexpresion de EGFR por In-
munohistoquimica(l.H.Q).

« Expresavoluntad escritadel paciente.

Edad de 18 hasta 80 afios, de ambos sexos.
Estado generd seglinla OMSmenor oigua que2.
Expectativa de vida de 6 meses.

Parémetros delaboratorio clinico. Hb > 10 g/L,
leucocitos totales mas de 4x10° células/L, plaguetas >
de 109/L.

¢ Funcionamiento hepético dentro delimites nor-
mal es y/o sin antecedentes de alguna afeccion hepati-
ca demostrada por TGP, TGO o Fosfatasa alcalina.

¢ Funciénrend: cregtininasérica<o =132 mmoal/L.

Criterios de exclusién del ensayo
« Nocumplir algun criterio deinclusion.
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» Pacientestratados con el AcM ior rgf/r3.

» Embarazoolactancia.

» Presentar una enfermedad cronica asociada en
fase de descompensacion, por gjemplo: cardiopatia,
diabetes, hipertension arterial .

« Antecedentes de hipersensibilidad a éste u otro
producto semejante.

» Estadosfebriles.

» Procesos sépticos severos.

» Estadosal érgicos agudos o de gravedad.

Criterios de interrupcién del ensayo

e A solicitud del paciente.

« Pérdida de seguimiento del paciente ( durante
las 6 semanas que debe recibir laradioterapia) y des-
conocimiento de laevolucién.

« Estadosalérgicos agudos o de gravedad.

Tratamiento

Serealiz6 un escalado algebraico de dosis, empleando
un esguemade Fibonacci modificado, hastacompletar
4 grupos de tratamiento.

Administraciéon del AcM

El h-R3 fue administrado por via endovenosa (vena
antecubital), en 250 mL de solucion salinaen infusién
répida (30 min).

Intervalos
El AcM h-R3 seadministré unavez, durante 6 semanas.

Conservaciéon

El AcM h-R3 se entregd en forma de sol ucion acuosa
y se mantuvo en las condiciones recomendadas por el
productor (4-8 °C).

Evaluacién de eficacia y toxicidad

Paralaevaluacién de toxicidad se recogieron todas
las evidencias de reacciones adversas ocurridas en
el Ensayo, através del Examen Fisico delos pacien-
tesy delos exdmenes de laboratorio que serealiza-
ron previo al tratamiento y cada 15 dias hasta
concluir las 6 semanas del tratamiento. A continua-
cion los exdmenes de laboratorio se realizaron men-
sualmente, hasta concluir 1 afio después del
tratamiento.

Laboratorio clinico. Se realizaron los siguientes
examenes de Laboratorio, para evaluar la aparicion
detoxicidad:

Hemoglobina Proteinas Fosfatasa Proteinuria
totales alcalina
Leucocitos Glicemia Bilirrubina Hematuria
totales
Conteo TGP Creatinina Hematocrito
diferencial
Conteo de TGO Urea Parcial de
plaquetas orina

Laclasificaciéon delaintensidad delareaccion adver-
safuedeacuerdo alaescaladetoxicidad delaOMS.

Evaluacién de la respuesta antitumoral

Se clasificé la respuesta clinica segin los criterios
delaOMS.
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Se evalud la respuesta objetiva al tratamiento o
remision del tumor, por ladiferenciade productos de
|as mediciones de | os diametros perpendicul ares ma-
yores de las lesiones medibles. En caso de lesiones
dudosas, setomd biopsiaparacorroborar larespues-
taantitumoral.

Evaluacién de la respuesta anti-idiotipica

Se obtuvieron muestras parael estudio delarespuesta
anti-idiotipica quincenalmente durantelas primeras 6
semanas del tratamiento, haciendo coincidir las ex-
tracciones con las correspondientes al laboratorio cli-
nicoy luego 1 vez al mes hastaconcluir el tiempo de
seguimiento previsto (1 afio).

Para la determinacion de la respuesta HAMA se
empled un sistema ELISA indirecto.

Se estudi6 cada muestra por duplicado. Se obtuvo
el promedio de densidad Optica por cada muestra. Se
calcul6 larelacion (razon) entre la muestra de cada
tiempoy €l valor de densidad éptica pre-tratamiento.
Se considerd respuesta HAMA positiva, cuando €l
valor de estarazon fue mayor que 2.

Determinacién del cardcter

anti-angiogénico y anti-proliferativo

del AcM h-R3.
Antesy después definalizado el tratamiento se toma-
ron muestras de tejidos para el estudio del caracter
anti-angiogénicoy anti-proliferativo del AcM h-R3.
Adicionalmente se evalué laexpresion del EGFR an-
tesy después de laterapia. Estas determinaciones se
Ilevaron acabo en el Laboratorio de Inmunohistoqui-
micadel CIM.

Estadistica

Para evaluar |as reacciones adversas del monoclonal en
diferentesdosisy laradioterapiase comparé ladistribu-
cién de frecuencia de eventos adversos seglin la severi-
dad delosmismos mediantelapruebadeKruskal-Wallis.
Laaparicion de los eventos adversos se compard me-
diantee andisisdevarianzade efectofijo.

Se estimo €l interval o de confianza paraun 95% de
laproporcion de respuesta antitumoral para cadauno
delos grupos de dosis.

La respuesta antitumoral lograda por cada uno
de los grupos de dosis se compar6é mediante la prue-
bade Kruskal-Wallisy la prueba exactageneraliza-
dade Fisher.

Seevaud laactividad proliferativa, laangiogénesis
y laexpresion EGFR en 11 pacientes. Parael andlisis
de estosindicadores se utiliz6 |a estadisti ca descripti-
va, dado que no habiabal ance en cuanto ala cantidad
de pacientes entre los grupos de dosis.

Todas | as pruebas estadisticas se evaluaron con un
95% de confianza.

Extensién del ensayo clinico

Paradefinir ladosisautilizar en el ensayo clinico Fase
I1, se solicitd ala Agencia Regulatoria Cubana, una
extensién del ensayo recién-descrito. En el ensayo de
extension se incluyeron 10 pacientes en las 2 dosis
donde se encontraron las mayores evidencias de efica-
ciaterapéuticaen el ensayo clinico Fasel/ll. Setrata-
ron 5 pacientes con ladosis de 200 mg y 5 pacientes
con ladosis de 400 mg.
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Los criterios de seleccidn y evaluacion de los pa-
cientes fueron los mismos (ya descritos).

Resultados y Discusién

Experimentos pre-clinicos

Se realizaron experimentos para evaluar la actividad
antitumoral del AcM humanizado h-R3.

Se evalud laactividad anti-proliferativain vitro del
AcM h-R3 en monocapa (cultivo bidimensional) y
en condicionesde cultivo tridimensional (esferoides),
en una linea de carcinoma vulvar que presenta una
altaexpresion de EGFR. Se escogi6 €l modelo de cul-
tivo tridimensional, pues este reflejamejor laorgani-
zacion y las interacciones célula-célula en un tumor
en crecimiento.

El AcM h-R3 exhibi6 un méaximo deinhibicion de
laproliferacion delalineatumoral A431 equivalente
a40%. Este efecto fue semejante en las 2 condiciones
de cultivo: en monocapay en esferoides, aunque el
maximo deinhibicién se alcanzd adosismésbajas, en
condicionesde cultivo tridimensional (Figural).

El andlisisdel ADN por citometriadeflujo eviden-
ciéarrestodel ciclocelular enlafase G1, acompafiado
deunadisminuciénenlafaseS, enlascélulastratadas
con el h-R3 en comparacién con los controles, no tra-
tados (Figura 2). No se observé ningunaacumulacion
en lazonasub-G1, indicativade actividad apopt6tica.
Laausenciade apoptosis en condicionesde cultivoin
vitro indican quelaactividad del h-R3 en estas condi-
ciones experimental es esfundamental mente citostética
y no citotéxica.

También seevaud laactividad antiangiogénicainvitro
del AcM h-R3 a través de su capacidad de inhibir la
sintesis de V-EGF, uno de los principales factores pro-
angiogénicos, enlalineacdular decarcinomavulvar A431:

Sedemostré queel AcM h-R3inhibelaproduccionde
VEGF anivel proteico. Este efecto fue dosis dependien-
te y significativo, ala concentracion més alta utilizada
(200 mg/mL ). En paralelo sedemostré inhibicion dosis-
dependiente del VEGF anivel deARNm (Figura3).

Actividad anti-tumoral in vivo.
Experimentos in vivo

Se realizaron experimentos en ratones atimicos
xenotrasplantados con la linea celular de carcinoma
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Figura 1. Actividad anti-proliferativa del AcM h-R3 sobre la
linea A431 en 2 condiciones de cultivo: monocapa (cultivo
bidimensional) y en esferoides (cultivo tridimensional).
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vulvar A 431 para evaluar la actividad antitumoral,
pro-apopt6ticay anti-angiogénicadelosAcM ior egf/
r3 (murino) y h-R3 (humanizado).

Serealizaron 2 experimentos:

« Experimento 1: (curso corto) 4 inyecciones de
cada AcM

« Experimento 2: (curso largo) 8 inyecciones de
cada AcM

En ambos experimentos in vivo se constaté una
marcada actividad antitumoral de los 2 AcM anti-
EGFR. No se constataron diferencias desde el punto
de vista estadistico en la actividad anti-proliferativa
delosanticuerposior egf/r3y h-R3. Laactividad anti-
proliferativa se constaté tras 4 administraciones del
AcM, aladosis de 1 mg/tratamiento.

La extension de la accién antitumoral se estudié
nuevamente a 2 dosis de ambos AcM, en el experi-
mento de curso largo. Tras 8 inyecciones de cadaanti-
cuerpo, se demostré que la mayoria de los tumores
exhibian respuesta completa. En contraste, los tumo-
res xenotransplantados en los ratones del grupo con-
trol crecieron rapidamente, al canzando un volumen de
1000 mm?®, alos 14 diasdeiniciado el experimento, lo
cual representa un incremento en 5 veces. No se en-
contraron diferencias entre los ratones tratados con
las dosis alta 0 baja de ambos anticuerpos (Figura 4).

Al finalizar el experimento 1 se realiz6 exéresis
de los tumores residuales de los 3 grupos de trata-
miento (control, ior egf/r3 y h-R3) con el objetivo
de conocer |os mecanismos efectores antitumorales
a través de estudios de inmunohistoquimica y de
biologiamolecular.

El andlisis de ARNm tumoral procedentes de los
ratones tratados con ambos anticuerpos revel 6 un de-
crecimiento significativo en los niveles de VEGF, re-
sultado que se correspondié con los hallazgos previos
invitro (Figura5).

En los estudios de | nmuhistoquimica, se constaté
un alto indice de apoptosis en las muestras de los
tumores procedentes de |os grupos tratados con |os
AcM ior egf/r3y h-R3. El indice apoptético resultd
5 veces mayor en los grupos que recibieron trata-
miento con los anticuerpos en comparacion con el
grupo control (Figure 6).

Al igual se encontraron diferencias cualitativas en
el grado de proliferacion tras la tincion con un AcM
anti-Ki 67. Seencontré un alto grado de proliferacion
en laperiferiade los tumores pertenecientes al grupo
control, mientras que latincion fue practicamente ne-
gativaen las muestras de los animalesinyectados con
los3 AcM (Figure 6).

Adicionalmente, seevalud lavascularizacion delos
tumores residuales en los 4 grupos. L os tumores pro-
venientes del grupo control mostraron gran densidad
de vasos sanguineos, mientras que las muestras delos
ratones tratados se caracterizaron por una marcada
disminucién enlaangiogénesis (Figure 6).

El conteo de vasos sanguineos fue 3 veces menor en
losanimalestratados con losAcM anti-EGFR en com-
paracion con el grupo control, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa. Este resultado sugiere
un efecto anti-angiogénico marcado in vivo.

Para evaluar la aparicién de resistencia adquirida
traslaadministracion prolongada de anticuerpos anti-
EGFR, se disefié un experimento de curso largo, don-

Biotecnologia Aplicada 2003; Vol.20, No.1



Reportes Reports
Control
° 12/3/98.001
o
o
& 4
o Eventos % Células
a &7 Al 7833 100
€ M4 M1 (G1) 5252 67.05
K L M2 (S) 1242 15.86
34| M3(G2) 1356  17.31
M4 (GO) 12 0.15
Q o
™
o T T L T
600 800 1000
FL2-A
h-R3
o 12/3/98.003
n
o]
~N o
1 M1
2 &
g 1 M4 Eventos % Células
S 1 Al 7133 100
o_l—.—{ I | M1(G1) 6347 8898
© M2 M3 M2 (S) 314 4.40
M3 (G2) 458 6.42
9] |—| M4 (GO) 21 0.29
O- T T T
200 400 600 800 1000

FL2-A

Figura 2. El andlisis del ADN por citometria de flujo evidencié arresto del ciclo celular en la fase G1, acomparnado de una
disminucién en la fase S, en las células tratadas con el h-R3 en comparacién con los controles, no tratados.

delosratones que habian al canzado remision tumoral
completa, se mantuvieron en observacion para detec-
tar larecurrenciatumoral. Larecidivatumoral ocurrié
en todos |os grupos de tratamiento. La frecuencia de
recurrencia tumoral paralos AcM C225, h-R3y ior
egf/r3 fue de 20, 40 y 80% para los ratones tratados
con ladosis més baja (0,25 mg) de cada anticuerpo y
de 25%, 25% y 80%, para €l grupo de ratones que
recibio ladosis altade tratamiento.

Losratones con recurrenciastumoralesfueron tra-
tados con lamismadosisy el mismo anticuerpo que
habian recibido previamente. En general se observé
gue los tumores no respondieron en la misma medi-
daquelo hicieron inicialmentey se establecieron 6
variantes resistentes derivadas de la linea parental
A431 (R1-R6).

Para corroborar €l origen comun de las variantes
resistentes y la linea A431 se realiz6 un andlisis del
ADN, demostrandose un patrén de bandas idéntico,
lo que evidencié que las cepas resistentes no conte-
nian células contaminantes murinas 0 humanas. Se se-
leccionaron 2 de las variantes resistentes, R1 y R5,
paracontinuar €l resto de los experimentos.

Las2lineasresistentesy lalineade carcinomavulvar
A431 (10° células) fueron xenotransplantadas en ra-
tones SCID, paraevaluar laresistenciain vivo al tra-
tamiento. El experimento comenzé cuando lostumores
tenian un volumen de 200-300 mm?®. Ambas cepas

41

resistentes mostraron un acel erado crecimiento in vivo
y méasaln, evidenciaron sensibilidad reducidaal trata-
miento con el AcM C225. En el dia 45, todos los
ratones xenotransplantados con lalinea A431y trata-
dos con el AcM C225, habian alcanzado laremision
tumoral, mientras que los ratones transpl antados con
las cepas resistentes no respondieron a esta nueva
ronda de tratamiento.

Para caracterizar las variantesresistentes serealizd
laevaluacion delaexpresion de EGFRy HER 2 enlas
lineas resistentes en comparacion con laparental. Para
demostrar lafuncionalidad del EGFR en estas|ineas,
serealiz6 laestimulacion de las cepasresistentesy la
parental con TGF alfa, que es uno de los principales
ligandos del EGFR. Estos experimentos serealizaron
utilizando técnicas de Western-Blot. Lano-expresion
de EGFR y HER2 o lano-funcionalidad del receptor,
podrian explicar la aparicion de resistencia a nuevas
rondas de terapia. En estos ensayos, se demostré que
no habiaunapérdida delaexpresién de EGFR enlas
cepas resistentes y que mantenian intacta su capaci-
dad de activacion. El patrén de expresion similar del
EGFRy su activacién tras el estimulo con el ligando
demostraron que los cambios en el estado del EGFR
no eran |os responsables del fenotipo resistente. Este
resultado se reforzé tras el hallazgo de que las lineas
resistentes mantuvieron lamisma sensibilidad que la
parental al tratamiento con C225 o con TGF alfa, en
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Figura 3. Inhibicién dosis-dependiente de la produccién de
VEGF a nivel proteico (A) y a nivel de ARNm (B).

concentraciones no fisiol 6gicas, inhibitorias, en con-
diciones de cultivoinvitro.

Al constatarse, resultados contradictoriosin vitro
ein vivo, en cuanto ala sensibilidad al tratamiento
con 1 AcM anti EGFR, se evalu6 la capacidad
angiogénicade las variantes resistentes en compara-
cién conlalineaoriginal. Unacapacidad angiogénica
alta de las cepas resistentes, podria explicar las dis-
crepancias encontradas en cuanto alasensibilidad in
vitro e in vivo.

Paraeval uar un aumento delacapacidad angiogénica,
semidieron los nivelesde VEGF, anivel deARN y a
nivel proteico en laslineasresi stentes en comparacion
conlalineaA431. En este ensayo se demostro quelas
variantes resi stentes expresaban al menos 2 veces mas
VEGF al nivel deARNmYy anivel proteico. Laslineas
resistentes mostraron una disminucion de la sintesis
de VEGF tras el tratamiento con un AcM anti-EGFR,
pero ain asi producian de 2 a4 veces més VEGF que
las parentales.

L uego delademostracion delasobre-expresion de
VEGF en las variantesresistentes, se decidié realizar
unatransfeccion del gen del VEGF enlalineaA431
no modificada, para evaluar si efectivamente la so-
bre-expresién de VEGF podiaexplicar laelevadatu-
morigenicidad y resistencia a los AcM anti-EGFR.
Se utilizé un vector de expresion que codificabapara
la forma murina del VEGFs, equivalente a la
isoforma humanadel VEGF 165. Se transfectaron 3
clones, que producian entre 800 y 1200 pg/mLde
VEGF. Estos clones mantuvieron lamismasensibili-
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dad invitro alainhibicion por el AcM C225, peroin
vivo, mostraron unacrecimiento aceleradoy unadis-
minucién de la respuesta al C225. Los clones
transfectados mostraron un resistencia significativa
al tratamiento. El clon transfectado con menor secre-
cion de VEGF, secretaba una cantidad similar alos
clones resistentes.

Uno de los hallazgos mas importantes de estos
experimentos, consiste en lano-deteccion de alguna
alteracion en laexpresion y activacion del EGFR en
las variantes resistentes, que se establecié por
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Figura 5. Inhibicién dosis-dependiente de la produccién de
VEGF a nivel de ARNm en muestras de ratones tratados
con el h-R3.

h-R3

Western Blot y en laevaluacion de lainhibicion del
crecimiento de las variantes resistentes tras el trata-
miento con AcM anti EGFR. Se demostrd que in
vitro la linea parental y |as resistentes tenian com-
portamiento idéntico en cuanto a la inhibicién del
crecimiento, y por tanto el fenotipo resistente se
evidenci6 soloin vivo.

Debido aladiscrepanciain vitro/in vivo se evalu6
la capacidad angiogénica de las variantes resisten-
tes. Como marcador subrogado se evalud la produc-
cion de VEGF anivel proteicoy anivel de ARN. Se

Grupo control

Ki 67
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Figura 6. Actividad antiproliferativa, pro-apoptética y anti-angiogénica de los AcM h-R3 e ior egf/r3 en tumores de ratones tratados en comparacién con el grupo control.
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encontrd que las variantes resistentes expresaban
un nivel significativamente mayor de VEGF. Para
explicar los mecanismos que conducen alaelevacion
del VEGF, se postulan varias hip6tesis: en primer
lugar se sabe que algunos oncogenes, al activarse,
regulan positivamente la produccion de VEGF. En-
tre estos se encuentran: ras, src, y €l erb2/neu. Tam-
bién se ha descrito que cuando se produce la
inactivacion o la mutacién de algunos genes supre-
sores tumorales tales como p53, VHL, o PTEN, se
regula positivamente la produccion de VEGF. Las
cepas resistentes pueden sobre-expresar el VEGF
como resultado de la seleccién de aquellas variantes
gue posean uno 0 mas de estos cambios genéticos
tras la terapia con anticuerpos anti-EGFR. Alterna-
tivamente, puede existir alguna aberracion en la se-
fializacion delacascadadel EGFR relacionadacon el
VEGF. Los cambios pueden estar en la via del
fosfatidil-inositol 3'-kinase, o enlakinasasrcoenla
viadel ras. Cualquieraque seael mecanismo, lamag-
nitud del incremento en la produccion de VEGF,
puedeincrementar significativamentelaangiogénesis
de las cepas resistentes.

Nuestros resultados demuestran que en principio,
puede aparecer resistencia adquirida tras el uso de
agentes anti-EGFR. Sin embargo, la extension y la

h-R3
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frecuencia en que aparece la resistencia, muestran
resultados alentadores paralaclinica, principalmen-
te porque estos agentes se usan mayormente como
quimio o radiosensibilizadores, mas que como dro-
gas simples, no combinadas. Las basesdelaresisten-
cia parecen tener algin vinculo con la angiogénesis
tumoral, y esta observacion refuerza el posible vin-
culo entrelafuncidn delos oncogenesy laformacion
de vasos sanguineos. L os mecanismos de resistencia
de los tumores son pleiotrépicos para las clésicas
drogas citotoxicas, y €l comportamiento debe ser
semejante paralosinhibidores del EGFR. Serainte-
resante testar otras lineas con sobre-expresion del
EGFR paraevaluar laposibilidad de laexistenciade
otros mecanismos de resistenciaadquiriday evaluar
la aparicion de resistenciatras el uso de otros anta-
gonistas del EGFR.

1. Resultados clinicos
1.1 Ensayo Clinico Fase |

El ensayo Fase | se realizé en los hospitales
CIMEQ, “Hermanos Ameijeiras’ y el Centro deIn-
vestigaciones Clinicas.

Se evalud latoxicidad, farmacocinética, biodis-
tribuci6n e inmunogenicidad del anticuerpo mono-
clonal anti-receptor de EGF, h-R3, en pacientes
portadores de tumores de origen epitelial en esta-
dios avanzados.

Seincluyeron 12 pacientes portadores de tumores
avanzados, distribuidos en 4 grupos de tratamiento:
50, 100, 200 y 400 mg del AcM. Se seleccionaron
pacientes que a momento de inclusidon no tuvieran
otraalternativa de terapia oncoespecifica

En cadainyeccion se administraron 3 mg del AcM
h-R3, conjugado aunisétopo radiactivo, Tc99m, para
facilitar los estudios de farmacocinéticay biodistribu-
cion. Estafraccion del AcM marcado (fraccion calien-
te) constituyd parte de la dosis total a administrar,
paratodos los niveles de dosis estudiados.

La administracion del producto (mezcla del AcM
h-R3 frio y caliente) se llevd a cabo en e Centro de
Investigaciones Clinicasy posteriormentelos pacien-
tes permanecieron ingresados. El h-R3 fue adminis-
trado por via endovenosa (vena antecubital), en 250
mL de solucién salinaen infusién rapida

En el ensayo se incluyeron 12 pacientes con tu-
mores epiteliales en estadios avanzados (11 mujeres
y 1 hombre), en el Hospital Hermanos Ameijeiras
y en el Centro de Investigaciones M édico Quirdrgi-
cas (CIMEQ). La edad promedio fue de 59,33 afios
[35-74]. Los tumores primarios correspondieron a
las siguientes|ocalizaciones: ovario (4 casos), mama
(4 casos), pulmon (2 casos), estdmago (1 caso) y
rifién (1 caso).

Todos los sujetos del ensayo habian concluido el
tratamiento oncoespecifico al menos 4 semanas an-
tesdelainclusion.

Todos los pacientes cumplian los criterios de in-
clusion y no eran susceptibles de otra terapia onco-
especifica: 2 pacientes habian sido operados
previamente, 2 habian recibido radioterapia, 1 pa-
ciente recibi6 solamente quimioterapia, 2 recibieron
radioterapia combinada con quimioterapia, 2 pacien-
tes recibieron cirugia combinada con quimioterapia,
1 pacienterecibié cirugiamasradioterapia, y enlos 2
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casos restantes se empled la cirugia combinada con
radio y quimioterapia (Tabla1).

Toxicidad

Siete de los 12 pacientes presentaron reacciones ad-
versas. En todos|os casos | as reacciones adversas fue-
ron leves o0 moderadas de acuerdo alaclasificacion de
|laOMS. No se constataron reacciones adversas seve-
ras 0 muy severas. Todas las reacciones fueron
reversibles(Tablal).

Estudio de farmacocinética

Los valores de concentracién del h-R3 en suero se
relacionaron con los tiempos correspondientes para
describir los perfiles farmacocinéticos, concentracion
versus tiempo. Dichos perfiles se ajustaron a un
transcurso biexponencial, utilizando la aplicacion
Winnonlin, 1997 para estudios de farmacocinética.
Tras el procesamiento de los datos se encontrd que
el AcM h-R3 teniaun tiempo de vidamediade elimi-
nacion (t,.b) equivalente a62,91 h, 82,60 h, 302,95
hy 304,51 h paralas dosis de 50, 100, 200 y 400
mg, respectivamente. El areabajo lacurvade concen-
tracion fue de 45 458, 145 931, 573 612 and 635 275
ng/mL/miny lamaximaconcentracion alcanzadafue
de 27 790, 36 612, 52 713, 57 117 ng/mLpara los
niveles de dosis de 50, 100, 200 y 400 mg, respecti-
vamente. El volumen aparente del compartimento
central fue de2321,96, 2823,67, 4279,71 and 7173,99
mL y el aclaramiento fue de 1,08, 0,67, 0,34 and
0,76 mL/h/kg paralos 4 niveles de dosis. No se en-
contraron diferencias significativasen losvalores de
aclaramiento para los 4 niveles de dosis (P=0,095,
Pruebade Kruskal-Wallis).

El tiempo de vida media obtenido paralas dosis de
200y 400 mg (10-14 dias), resultd significativamente
mayor que el obtenido parael anticuerpo murino. Este
prolongado tiempo de vida mediafacilitael usoenla
clinicade este medicamento.

L os datos preliminaresinducen a pensar que el h-
R3 presenta un comportamiento farmacocinético no
lineal. A valores crecientes del producto se obtiene
un incremento del tiempo de vida medio de distribu-
cion, de eliminacion y del volumen de distribucion
del estado estacionario. Asi mismo concentraciones
crecientes del h-R3 conducen aval ores decrecientes
del aclaramiento plasmético, hasta el nivel de dosis
de 200 mg.

Estudio de biodistribucién

Para estimar la biodistribuciéon del h-R3, los datos
gammagraficos fueron colectados en una SOPHY
CAMERA DS7 (400 mm FQOV) de la firma SOPHA
MEDICAL. Se realizaron previamente |os controles
de calidad necesarios para garantizar la exactitud de
lasmediciones. Se adquirieronimagenesalos5min, 1,
3, 5y 24 horas después de lainyeccién empleando un
colimador de agujeros paralel os-divergente para am-
pliar el campo de visién del detector. El tiempo pro-
medio de duracién de cada estudio fue de 20 min, en
dependenciadelaestaturadel paciente, con unavelo-
cidad de traslacion del soporte del detector de 20 cm/
seg. Se empled unaventana energéticacentradaen 140
kev con un ancho de 20%. Cadaadquisicion consistié
en dos matrices de formato 2048 x 512 correspon-
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dientes a las vistas anterior y posterior de cuerpo
entero y serealizaron empleando latécnicade defini-
cidn de contornos de este sistema.

Empleando una estacion de procesamiento de
SOPHY 20PYy el software biodose se determinaron, a
travésdel andlisisvisual delasimégenes, |os 6rganos
fuentes de ese radiofarmaco y los porcientos de
acumulo del 99mTc h-R3 en los mismos.

El andlisis cualitativo de las imagenes de cuerpo
entero evidenci6 laexistenciade cinco érganos fuen-
te para el anticuerpo monoclonal h-R3 en las dosis
estudiadas: corazén, higado, rifiones, bazo y vejiga
urinaria(Figura?).

L os datos de |abiodistribucion del h-R3-99mTc se
reportan en forma de porciento de la dosis inyectada
paracadanivel dedosisen losérganosfuente, en 2 de
los tiempos estudiados (Tabla 2).

Paratodoslosnivelesdedosis, el 6rgano que mos-
tr6 la mayor captacion del h-R3 fue el higado. Este
elevado acimulo del AcM gia y Radiobiologia
(I.N.O.R). Laedad promedio fue de 62,21 afos[47-
78] (Tabla3).

Reacciones adversas

Ocho de los 14 pacientes (57,1%) presentaron reac-
ciones adversas que fueron clasificadas, segun lata-
bladelaOMSdelevesamoderados (grado 1y grado
2) aexcepcion del paciente 12, donde sereportd una
reaccion adversa severa (grado 3). No hubo eviden-
cias de reacciones adversas muy severas (grado 4).
L as reacciones adversas mas frecuentes fueron: fie-
bre (7 pacientes), seguida por temblores (5 pacien-
tes), hipotension arterial (4 pacientes) y cefalea (4

Tabla 1. Caracteristicas demogrdficas de los pacientes incluidos en el ensayo

la administracion del AcM h-R3.

pacientes). Hubo otras reacciones adversas menos
frecuentes como: somnolencia (2 pacientes), des-
orientacién en tiempo, espacio y persona (2 pacien-
tes), mialgias (2 pacientes), disfasia motora (1
paciente) y por Ultimo, lenguaje incoherente (1 pa-
ciente) (Tabla4).

En general, todos | os eventos adversos aparecieron
entre 1y 24 horas después de administrado el mono-
clonal, y su duracién se mantuvo entre 15 minutos y
72 horas. Todas las reacciones adversas fueron total-
mentereversibles, algunas de formaespontaneay otras
bajo la administracién de anti-histaminicos y
antipiréticos.

Evaluacién de la respuesta

Se evalud larespuesta antitumoral, unavez concluido
¢l tratamiento, y luego mensualmente, en 12 delos 14
pacientes incluidos. La respuesta fue clasificada en
remision completa, remision parcial, estabilizacion, o
progresion de acuerdo a la escala de respuesta de la
OMS. Laevaluacion de larespuesta se mantiene alin,
paradefinir el intervalo libre de enfermedad y el tiem-
po alaprogresion.

Al finalizar el tratamiento se obtuvo respuesta
objetiva en 8 pacientes (6 remisiones completasy 2
remisiones parciales), las remisiones compl etas apa-
recieron enlos4 nivelesde dosis: 50 mg (1 pacien-
te), 100 mg ( Lpaciente), 200 mg (2 pacientes) y 400
mg (2 pacientes). L os pacientes con remisién parcial
pertenecieron alos niveles de 50 y 100 mg. Lares-
puesta se evalué como enfermedad estable en 3 pa-
cientes, correspondientes alos niveles de dosis de 50
mg, 200 mg y 400 mg. En 1 paciente del segundo

Fase | y eventos adversos tras

Numero  Dosis Sexo Edad Diagnéstico Etapa Tratamiento Eventos Adversos Severidad
de entrada previo de la reacciéon
01 50 mg F 35 Carcinoma de ovario v Quimioterapia Nduseas y vomitos. Grado |
02 50 mg F 50 Carcinoma de ovario v Cirugia Febricula (37,5 °C). Grado |
Quimioterapia Temblores.
Sequedad bucal.
03 50 mg M 53 Carcinoma 1] Radioterapia Febricula (37 °C). Grado |
epidermoide de Quimioterapia Enrojecimiento facial
pulmén
04 100 mg F 68 Adenocarcinoma v Cirugia Temblores Grado Il
estbmago
05 100 mg F 58 Carcinoma ductal v Radioterapia Temblores, Debilidad Grado |
infiltrante de la mama Quimioterapia en los miembros
inferiores
Dolor tordacico
06 100 mg F 66 Carcinoma ductal v Cirugia No No
infiltrante de la mama
07 200 mg F 65 Carcinoma de ovario v Cirugia No No
Radioterapia
Quimioterapia
08 200 mg F 68 Carcinoma ductal v Radioterapia No No
infiltrante de la mama
09 200 mg F 55 Carcinoma 1\ Radioterapia No No
epidermoide de
pulmén
10 400 mg F 74 Carcinoma de ovario 1] Cirugia Temblores Grado Il
Radioterapia Cianosis peribucal
11 400 mg F 58 Carcinoma renal v Cirugia Temblores, Grado
Quimioterapia hipertension
12 400 mg F 62 Carcinoma ductal v Cirugia No No
infiltrante de la mama Quimioterapia
Radioterapia
45 Biotecnologia Aplicada 2003; Vol.20, No. 1
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Figura 7. Estudio de Biodistribucion en 2 pacientes. Se observan acumulacién del AcM h-R3 en 5 érganos fuentes (corazén, higado, bazo, vejiga y rifiones). Se observa
capatacién positiva del AcM en lesiones tumorales.

nivel de dosis se constatd progresion. En uno delos
pacientes que al canz6 enfermedad estable, serealizd
lareseccion quirdrgicadel tumor residual, alcanzan-
do finalmente laremisién tumoral completa (Pacien-
te 8, 200 mg) (Tablab).

Al finalizar €l ensayo se alcanzo regresién tumoral
completaen 7 pacientes delos 12 pacientes eval uables
(58,8%). El indice histérico de respuesta completaa
laterapiaradiante convencional esde 25-30%, por lo
que el uso del AcM h-R3, duplico el porciento de
respuesta antitumoral que se alcanza con la terapia
convencional (Tablab).

La mejor respuesta terapéutica se obtuvo en los
mayores nivelesdedosis (200 y 400 mg), obteniéndose

Tabla 2. Datos de Biodistribucién (Porciento de la dosis
inyectada) 1 h'y 24 h después de la administracién
del AcM h-R3.

% de la dosis inyectada

Organo

fuente Tiempo 50mg 100mg 200 mg ‘:r(\)g())
) Thr 4.76 5.84 3.61 4.07
Corazén o 4 hr 1.12 1.98 1.71 1.94
Higado Thr 2476  11.79 9.88  10.58
24hr 1278 10.35 5.57 5.98

Bazo 1hr 0.96 1.74 1.58 1.33
24 hr 0.27 1.03 0.80 0.69

Rirones 1T 2.66 2.46 2.49 3.04
24hr  11.02 5.94 8.82 8.62

Vejiga 1hr 1.37  25.21 4.21 3.29
Urinaria 24 hr 0.92 4.34 2.16 3.04
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66,6% de respuestacompletaadiferenciadelosniveles
mas bajos donde solo se obtuvo 33,3% de respuesta.

Resultados respuesta anti-idiotipica

Larespuesta anti-idiotipica fue evaluada en los 14
pacientes tratados. En 1 paciente se constat6 res-
puestainmunol égica contrael AcM h-R3. Este pa-
ciente correspondia al Gltimo nivel de dosis
(paciente 11).

Resultados de inmunohistoquimica

Sereadlizaron estudiosde Inmunohistoquimicaen 11
delos 12 pacientes evaluables con el objetivo de de-
terminar los mecanismos por loscualesel AcM gjerce
su efecto antitumoral.

Antes de ser administrado el AcM, en todos |os pa-
cientes se constatd unasobre-expresion del EGFR, sien-
do este uno delos criteriosdeinclusion en €l estudio.

En los estudios de las biopsias pareadas de los
pacientes antes y después del tratamiento, por técni-
cas de |nmunohistoquimica, se constat6 disminucion
de la angiogénesis, de la actividad proliferativa, asi
como induccién de apoptosis en los tumores de los
pacientes post-tratamiento (Figura 8).

1.3 Ensayo clinico de extension

En este ensayo nos propusimos comparar laeficacia
terapéutica de lacombinacion del h-R3 mas radiote-
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Tabla 3. Caracteristicas demogrdficas de los pacientes incluidos en el ensayo Fase I/1l
Identificacion del Edad Sexo Etapa Localizacién de tumor Tipo
paciente primario Histolégico
01 57 M 1\ Espacio retromolar C.EM.D
02 64 M v Base de lengua C.EM.D
o3 58 M n Base de lengua C.EM.D
04 78 F v Base de lengua C.EM.D
05 59 M v Encia inferior C.E.B.D
06 63 M v Carrillo derecho C.E.B.D
07 57 M \% Base de lengua C.EB.D
08 62 M v Espacio retromolar C.E.B.D
o9 47 F v Amigdala izquierda C.EM.D
10 69 M v Espacio retromolar C.EB.D
11 57 M v Amigdala derecha C.EM.D
12 72 M v Espacio retromolar C.E.P.D
13 69 M n Suelo de boca C.E.M.D
14 59 F v Amigdala izquierda C.EM.D
Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado: CEMD
Carcinoma epidermoide pobremente diferenciedo: CEPD
Carcinoma epidermoide bien diferenciado:CEBD
Tabla 4: Eventos adversos tras la administracién del AcM h-R3 en dosis multiples en el ensayo Fase I/11.
Identificacion del Nivel de Eventos Severidad Tratamiento No. Ciclo
paciente dosis Adversos segin OMS AcM
01 50 No No No No
02 50 No No No No
03 50 No No No No
04 100 Fiebre | No 1
Hipotensién Arterial ! No 1
05 100 Fiebre 1 No 1
06 100 No No No No
07 200 Fiebre 2 Paracetamol 4
Temblor 2 Dipirona y benadrilinana 4
Mialgia 1 No 6
08 200 Hipotensién Arterial | No 3
Fiebre 2 Benadrilina IM 5
Temblor 1 No 5
Mialgia 2 No 5
Cefalea 2 No 5
Somnolencia 1 Benadrilina IM 5
Desorientacién 2 Benadrilina IM 5
Disfasia motora 2 Benadrilina IM 5
09 200 No No No No
10 400 Fiebre 2 Paracetamol 2
2 Dipirona y benadrilina 3
Temblor 2 Paracetamol 2
2 Dipirona y benadrilina 3
Cefalea 2 No 2
2 Dipirona y benadrilina 3
Mialgia 2 No 4
11 400 Fiebre 2 Dipirona y benadrilina 1
Temblor 2 Dipirona y benadrilina 1
Cefalea 2 No 1
Hipotensién Arterial 2 No 1
12 400 Fiebre 2 Dipirona y benadrilina 1
Temblor 2 Dipirona y benadrilina 1
Somnolencia 3 No 1
Mialgias 2 No 1
Cefalea 2 Dipirona y benadrilina 1
Desorientacion 2 No 1
Hipotensién Arterial 2 No 1
Lenguaije incoherente 2 No 1
13 400 No No No No
14 100 Hipotensiéon 2 No 1
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Tabla 5. Evaluacién de la respuesta en pacientes tratados
con el AcM h-R3 y RTP en el ensayo clinico Fase I/II.

Pcte  Nivel Localizacién Mejor Sobrevida
de del respuesta (meses)
dosis tumor primario  tergpéutica
1 50 mg Espacio retromolar RC 8.6
2 50 mg Base de lengua EE 4
3 50 mg Base de lengua RP 8.86
5 100 mg Encia inferior P 7.23
6 100 mg Mucosa oral RP 11.56
7 200 mg Base de lengua RC 30.6*
8 200 mg Espacio retromolar EE/RC 10.13
9 200 mg Amigdala RC 30.43*
10 400 mg Amigdala RC 29.63*
11 400 mg Amigdala RC 29.36*
13 400 mg Base de lengua EE 4.8
14 100mg Base de lenguay RC 24.6*

amigdala

RC- Remisién Completa
EE: Enfermedad Estable
NE: No evaluable

RP- Remisién Parcial

P: Progresion Tumora

rapia, enlas?2 dosisdonde se encontraron las mayo-
res evidencias de eficacia terapéutica en el ensayo
clinico previo.

Seincluyeron 10 pacientes, todos del sexo mascu-
lino queeran portadoresde tumoresde origen epitelia
en estadios avanzados. La edad promedio fue de 52
afos [45-68]. Todos | os pacientes cumplian los crite-

Ki 67

FVIII

Apoptosis

Antes

rios de inclusion y eran susceptibles de recibir trata-
miento radiante al momento del diagndstico.

Tres pacientes se encontraban en etapalll y 7 en
estadio 1V a momento de lainclusién en €l ensayo
(Tabla6).

Reacciones adversas

Nueve delos 10 pacientes (90%) presentaron reaccio-
nes adversas de atribucion definitiva, probable o posi-
ble al AcM que fueron clasificadas de acuerdo a la
tablade Criterios Comunes de Toxicidad como levesa
moderados. No hubo evidencias de reacciones adver-
Sas muy severas.

Lasreacciones adversas fueron: temblores (5 pa-
cientes), cefalea (1 paciente), fiebre (1 paciente),
hematuria (2 pacientes), escalofrios (1 paciente),
vomitos (1 paciente), anemia (3 pacientes), aumen-
to de creatinina (1 paciente), hipotensién (1 pacien-
te), leucopenia (1 paciente), hematuria (1 paciente)
(Tabla7).

Todas las reacciones adversas fueron totalmente
reversibles, de formaespontanea o con laadministra-
€ion de anti-histaminicos y antipiréticos.

Evaluacién de la respuesta

Seevalud larespuestaantitumoral, unavez concluido
el tratamiento. La respuesta fue clasificada en remi-
sién compl eta, remision parcial, estabilizacion, o pro-
gresion de acuerdo a los Criterios de Evaluacion de
Respuesta en Tumores Solidos (RECIST).

Disminucién del indice
de proliferacién tras
el tratamiento con el h-R3

Marcada perdida

de la neoformacién

de vasos sanguineos
después del tratamiento

Induccién de apoptosis
después del tratamiento

4

"': e con el AcM h-R3
Ll -:l?g- ]
i -y } %
" AR
o LR
s ’I.."}_—i__ 9|
Después

Figura 8. Estudios de Inmunohistoquimica en biopsias de pacientes tratados.
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Tabla 6. Caracteristicas demogrdficas de los pacientes incluidos en el ensayo de extension.
Identificacién Edad Sexo Etapa Localizacién Tipo
del paciente de tumor primario Histolégico
JFD 01 45 M 1] Amigdala Izquierda CEMD
PRM 02 68 M v Espacio Retromolar CEMD
lzquierdo
ECG 03 67 M 1l Mesofaringe CEMD
RRG 04 68 M v Mesofaringe lzquierda CEBD
ucc 05 67 M v Amigdala Derecha CEBD
LDC 06 45 M v Amigdala Izquierda, CEPD
Pilares, Base Lengua
FRF 07 54 M v Fosa Amigdalina cl
Derecha
PFI 08 56 it Hemibase de lengua CEMD
Izquierda
JBL 09 64 M v Mesofqringe,’Paladar CEMD
blando y uvula
Mesofaringe derecha.,
NBM 10 52 M v amigdala, pilares, CEPD

hemipaladar blando

Carcinoma epidermoide moderadamente diferenciado: CEMD
Carcinoma epidermoide pobremente diferenciedo: CEPD
Carcinoma epidermoide bien diferenciado:CEBD

Carcinoma indiferenciado

Tabla 7. Eventos adversos tras la administracion del AcM h-R3 en dosis maltiples en el ensayo de extensién

Paciente No Nivel Eventos Fecha Severidad Tratamiento No de
de dosis /mg Adversos de aparicién  segin CTC administracién AcM
JFD 01 200 mg No
PRM 02 200 mg Temblores 08/12/00 1 Dipirona 600mg, 1
Benadrilina 20mg
Temblores 02/02/01 1 5
Cefalea 02/02/01 1 Dipirona 600mg, 5
Benadrilina 20mg
ECG 03 200 mg Temblores 14/12/00 1 Dipirona 600mg, 1
Benadrilina 20mg
RRG 04 200 mg Temblores 15/02/01 1 Dipirona 600mg 5
Benadrilina 20mg
Fiebre 15/02/01 1 Benadrilina 20mg 5
ucc 05 200 mg Hematuria 26/02/01 1 No 3
LDC 06 400 mg Escalofrios 15/02/01 1 No 1
Elevacién TGP 26/02/01 1 No 3
Escalofrios 01/03/01 1 Dipirona 600mg, 3
Benadrilina 20mg
Vémitos 01/03/01 1 No 3
FRF 07 400 mg Temblores 02/03/01 1 Dipirona 600mg y 2
benadrilina 20mg
Anemia 27/03/01 1 No 4
Temblores 30/03/01 1 Dipirona 600mg y 4
Benadrilina 20mg
Anemia 10/04/01 2 No 5
Aumento 10/04/01 1 No 5
creatinina
Hematuria 10/04/01 1 No 5
PFI 08 400 mg Anemia 19/03/01 1 Vit B12-B6 3
Disminucién 19/03/01 0 Vit B12-B6 3
proteinas totales
Leucocitosis 05/04/01 0 No 3
JBL 09 400 mg Hipotensién 17/03/01 1 No 3
Hipotensién 30/03/01 1 No 5
NBM 10 400 mg Anemia 13/04/01 2 No 3
Leucopenia 27/04/01 0 No 4

Al finalizar el tratamiento se obtuvo respuesta ob-
jetivaen 9 pacientes: 6 remisiones completasy 3 re-
misiones parciales. En 1 paciente del primer nivel de
dosis se constaté progresion. El porciento de respues-
tas completas fue del 60% (Tabla 8).

Si consideramos|os 2 ensayosjuntos, en 18 delos
22 pacientes evaluables (81,8%) se obtuvo respuesta

4

9

objetiva antitumoral (remision parcial méas remision
completa). En 13 pacientes, larespuestafue completa
(59%). La adicion del AcM h-R3 a la radioterapia
convencional, increment6 de forma significativa el
porciento de respuesta antitumoral.

Larespuesta constatada es de larga duracion, pues
10 de los 13 pacientes que alcanzaron la remisién
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Tabla 8. Evaluacién de la respuesta en pacientes tratados
con el AcM h-R3 y RTP en el ensayo clinico Fase I/II.

Paciente Nivel de dosis

Localizacién del tumor primario

Best Response Survival (mo)

1 200 mg Amigdala RC 17.9*
2 200 mg Espacio retromolar P 5.86
3 200 mg Pared faringea posterior RC 17.13*
4 200 mg Pared faringea RC 15.9*
5 200 mg Amigdala RP 6.66
6 400 mg Amigdala y base de lengua RC 15.13*
7 400 mg Amiogdala RC 5.33
8 400 mg Base de lengua RP 6.33
9 400 mg Paladar blando RC 15*

10 400 mg Amigdala y paladar blando RP 5.73

RC- Remisién Completa
EE: Enfermedad Estable
NE: No evaluable

RP- Remisién Parcial

P: Progresién Tumoral

tumoral completa se mantienen libres de enfermedad
tras un tiempo de seguimiento entre 15 y 30 meses.

En Cuba, €l cancer es la segunda causa de muerte
para todos los grupos de edad desde el afio 1958.
Anualmente, se diagnostican entre 20 000 y 25 000
casos nuevos de cancer y fallecen entre 13000y 14
000 personas por esta causa.

El anticuerpo h-R3 |le aporta a Cubay a mundo,
una molécula capaz de mejorar los tratamientos ac-
tuales de pacientes con tumores de origen epitelial
gue tienen una alta expresion de receptor de EGF,
entre los que se encuentran las principales localiza-
ciones tumorales como el cancer de pulmon, el can-
cer de colon, el cancer de prostata, el cancer
cérvico-uterino, los tumores de cabezay cuello, el
cancer de mama, asi como otras localizaciones
tumorales como los gliomasy los carcinomas renal,
pancredtico y de vejiga, entre otros.

Seglin calculos conservadores, mas de 1000 pa-
cientes se beneficiarian anualmente con ladisponibi-
lidad del uso de este medicamento, lo que permitiria
reducir en gran escala la mortalidad por cancer en
Cubaeincorporar alavidasocial denuestro pais, a
un gran grupo de pacientes que de otra forma no
tendrian esa posibilidad.

En pacientes portadores de tumores avanzados de
cabezay cuello, este nuevo medicamento duplica la
respuesta objetiva antitumoral ala Radioterapia, que
constituye la terapia estandar para este estadio de la
enfermedad, incrementandose el indice de respuestas
completas de 30 a 60%.

El anti cuerpo monoclonal humanizado h-R3 mues-
tra un alto perfil de seguridad en el tratamiento de
los pacientes, siendo muy bien tolerado en compa-
racion con otras terapias oncoespecificasy en com-
paracién con las otras drogas que tienen como blan-
co a EGFR.

Esta propiedad del producto de ser no toxico por
los pacientes, unido asu altaefectividad enel logro de
respuesta antitumoral objetiva (respuestas completas
y parciales) que no pueden ser logrados con otro tipo
detratamiento, hacen que el uso del anticuerpo mono-
clonal humanizado h-R3 tengaun granimpacto en el

tratamiento de | os pacientes que sufren de estas enfer-
medades malignas en Cubay el mundo.

Actualmente, en Cuba se encuentra en curso el en-
sayo Fase |l en pacientes con neoplasias de cabezay
cuello, donde seevalUiala€ficaciaterapéuticadel h-R3
en combinacion con Radioterapia, en comparacion con
un control concurrente consistente en la terapia ra-
diante sola.

Adicionalmente, se gjecutaun ensayo Fasel/Il, don-
deseevallala€ficaciadel AcM h-R3 como tratamien-
to a pacientes portadores de tumores astrociticos gra-
dolllylVv.

En otros paises han comenzado ensayos clinicos
con el huevo medicamento cubano.

El R3 humanizado como nuevadrogaanti-tumoral
debemejorar lacalidad y esperanzade vidade pacien-
tes con tumores de origen epitelial.

Solo existe 1 anticuerpo neutralizante del EGFR
gue se encuentran en fases avanzadas de ensayos
clinicos. El C225, desarrollado por Imclone Systems
Inc., NY, es un anticuerpo quimérico con afinidad
similar a h-R3, sin embargo resulta mas téxico y
mas inmunogénico que el hR3, ya que contiene un
30% de secuencias de ratén, mientras que el h-R3
s6lo contiene menosdel 10%. EI AcM C225 hamos-
trado una severa toxicidad en piel en los ensayos
clinicosrealizados, lo que no haocurrido con el hR3,
ni en Cuba ni en Canad, lo que confiere ventajas
farmacol 6gicas a nuestro producto.

Conclusiones

1. El AcM humanizado anti—-EGFR h-R3 es una
nuevamoléculaquetieneactividad antitumoral invitro
ein vivo en la linea de carcinoma vulvar A431. El
efecto antitumoral puede atribuirse alainhibicién de
laproliferacion, delaformacién de vasos sanguineos
y alainduccion de apoptosis.

2. Seinduceresistenciain vivo a uso de anticuer-
pos bloqueadores del EGFR. Laresistencia puede es-
tar relacionada con la seleccidn de subpoblaciones con
elevado potencial angiogénico.

3. El AcM h-R3fuebien tolerado cuando se admi-
nistré en simple o mltiples dosis en combinacion con
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Radioterapia. No se constatd respuesta inmune con-
trael AcM humanizado.

4. Se detectaron 5 6rganos fuente en los estudios
de Biodistribucién. El higado constituyé el 6rgano de
mayor captacion del AcM h-R3.

5. El andlisisdeFarmacocinéticaevidencié un com-
portamiento no lineal del AcM h-R3. El tiempo de
vidamedia alas dosis terapéuticas (200 —-400 mg) se
encuentraentre 10-14 dias.

6. El porciento de respuesta histérico a la Ra-
dioterapia se increment6 de formasignificativa con
el uso del AcM h-R3. Se constat6 respuesta objeti-
va antitumoral en 18 de 22 pacientes evaluables
(83%). En 13 pacientes (59%) se constatd remision
tumoral completa.

7. Larespuesta antitumoral observada en pacien-
tes puede atribuirse al efecto antiproliferativo, anti-
angiogénico y pro-apoptético del AcM.
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