VAXIRA: VACUNA ANTI-IDIOTIPICA PARA EL CANCER
DE PULMON DE CELULAS NO PEQUENAS.

Autores principales: Ana Maria Vazquez!, Amparo Macias, Saylin Alfonso,
Eduardo R. Santiesteban, Ana Maria Hernandez, Kathya Rashida, Yudisleydi
Fortunato, Eric R. Chong y Alejandro Portillo

Otros autores: Yoanna I. Flores, Yoan J. Machado y Anet Valdés-Zayas

Colaboradores: 78

Centro de Inmunologia Molecular (CIM). Calle 216, esq. 15, Atabey, Playa,
Habana 11 600, Cuba. Telf. 2143175 Fax. 272 0644

*Autor de correspondencia. Correo electrénico maruchi@cim.sld.cu

Ana Maria Vazquez (10%). Investigadora de la Direccion de Innovacion del
Conocimiento. Es la lider cientifica del proyecto y gerente de la vacuna VAXIRA.
Participo en la elaboracién y/o revision de los manuscritos de los resultados de los
estudios de comparabilidad y de los ensayos clinicos; siendo coautora de los 5
articulos publicados y del manuscrito en revision. Ha presentado los resultados
cientificos del proyecto en varios eventos cientificos nacionales e internacionales.

Amparo Macias (10%). Gerente médico de la vacuna VAXIRA. Trabajé en el
disefio de los ensayos clinicos en pacientes con cancer de pulmoéon y en el
seguimiento, evaluacion y en la discusion de los resultados de dichos ensayos,
siendo el autor de contacto tanto en el articulo ya publicado, como en el
manuscrito de los resultados de ensayo clinico Fase 2/3 enviado y en revision. Es
ademas, coautora de las dos publicaciones de los estudios inmunoldgicos y de
mecanismos de accion de la vacuna. Ha presentado el trabajo en varios eventos
cientificos en Cuba y el exterior.

Saylin Alfonso (10%). Investigador clinico principal de los ensayos clinicos Fase
1y 2/3 en pacientes portadores de cancer de pulmoén inmunizados con VAXIRA.
Ademas, participé en el Estudio de Uso Expandido en este tipo de paciente
aportando datos de seguridad y supervivencia de estos pacientes tratados con la
vacuna formulada con producto de fermentacion de tanque agitado. Es la autora
principal del articulo de los resultados del estudio de uso compasional y una de las
dos primeras autoras del manuscrito que reporta los resultados del ensayo clinico
Fase 2/3. Es, ademas, coautora de otros dos de los articulos que avalan el
presente trabajo. Ha presentado el trabajo en varios eventos nacionales e
internacionales.

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Afio 2014 1


mailto:maruchi@cim.sld.cu

Eduardo R. Santiesteban (10%). Investigador clinico que particip6 en el estudio
de uso compasional y en el ensayo clinico Fase 2/3 en pacientes portadores de
cancer de pulmén inmunizados con VAXIRA. Ademds, tuvo una participacion
protagonica en el Programa de Uso Expandido aportando datos de seguridad y
supervivencia de estos pacientes tratados con la vacuna formulada con producto
de fermentacion de tanque agitado. Es coautor de los articulos de los resultados
del estudio de uso compasional y del manuscrito acerca de los resultados del
ensayo clinico Fase 2/3.

Ana Maria Hernandez (10%). Jefa del grupo de Anticuerpos Naturales. Trabajo
en el disefio, realizacion y analisis de los experimentos de evaluacion
inmunologica y de los mecanismos de accion de la vacuna en los pacientes con
cancer de pulmén de células no pequefias tratados con VAXIRA en el ensayo
Fase 1. Autora principal de dos de los articulos que avalan el presente trabajo,
coautora de un tercer articulo publicado y de un manuscrito enviado. Ha
presentado el trabajo en varios eventos cientificos en Cuba y el exterior.

Katya Rashida (10%). Jefa del grupo de Desarrollo de la vacuna VAXIRA.
Particip6 en todo el disefio, realizacion y analisis de los estudios de equivalencia
del producto VAXIRA a partir de fluido ascitico de raton y de producto de
fermentaciéon a escala de 10 y 41 litros. Autora principal de uno de los articulos
publicados que avalan el presente trabajo y coautora de otro. Ha presentado el
trabajo en eventos nacionales e internacionales.

Eric R. Chong (10%). Jefe del Departamento de Asuntos Regulatorios. Estuvo al
frente de toda la estrategia regulatoria de la vacuna VAXIRA y de la confeccion del
documento de Registro que se entregé al CECMED y a ANMAT. Es coautor del
manuscrito donde se reportan los resultados del ensayo clinico Fase 2/3. Fue el
responsable de todas las solicitudes de Autorizacion de ensayo clinico del
proyecto y sus modificaciones ante el CECMED. Asi como responsable por la
calidad de los ensayos clinicos realizados. Fue el responsable de proporcionar la
informacion regulatoria exigida por empresa mixta Recombio para la solicitud de
Autorizacion de EC en Argentina.

Yudisleydi Fortunato (10%). Tecndloga de la vacuna VAXIRA. Estuvo al frente
de disefo del proceso productivo de la vacuna VAXIRA, de las validaciones del
proceso y elaboracion y/o revision de la documentacién del proceso productivo en
condiciones GMP necesaria para el registro de la vacuna. Primera autora de dos
publicaciones internas del CIM.

Alejandro Portillo (10%). Jefe del Departamento de Control de la Calidad. Estuvo
al frente del desarrollo, implementacion y validacion de las técnicas analiticas de la
vacuna para la liberacion del producto; asi como en la definicion de las
especificaciones de calidad acorde a las exigencias de las regulaciones
nacionales e internacionales. Participd en la elaboracion y revision de todo el
sistema documental asociado a las diferentes etapas de desarrollo de la vacuna.

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.4, No.2, Afio 2014 2



Yoanna l. Flores (4%). Investigador clinico que participd en el ensayo clinico Fase
2 en pacientes portadores de cancer de pulmoén inmunizados con VAXIRA. Es
coautora del manuscrito acerca de los resultados del ensayo clinico Fase 2/3.

Yoan J. Machado (3%). Participé en el disefio, realizacion y andlisis del estudio
de comparabilidad entre el producto a partir de liquido ascitico y de fermentacién a
escala de 10 L. Autor principal de uno de los articulos publicados. Ha presentado
los resultados en eventos nacionales e internacionales.

Anet Valdés (3%). Investigadora del Laboratorio de Inmunologia Clinica del CIM.
Trabajd en la realizacion y andlisis de los experimentos de evaluacion
inmunoldgica y de los mecanismos de accion de la vacuna en los pacientes con
cancer de pulmon de células pequeiias tratados con VAXIRA en el ensayo Fase
2/3. Es una de las dos primeras autoras del manuscrito que reporta los resultados
del ensayo clinico Fase 2/3 que se encuentra enviado y en revision.

RESUMEN

El presente trabajo recoge los resultados que permitieron el otorgamiento
simultaneo por parte de la Agencia Regulatoria Cubana y Argentina del Registro
Sanitario Condicionado de la Vacuna VAXIRA para el tratamiento del cancer de
pulmén de células no pequefias (CPCNP) avanzado. Esta es la principal causa de
muerte por cancer en el mundo y en Cuba. Este es el segundo Registro de una
Vacuna para el Cancer de Pulmén en Cuba y la primera Vacuna Anti-ldiotipica
(anti-Id) a nivel mundial, que se pone a disposicion de este tipo de pacientes que
incrementa sus expectativas de supervivencia con una buena calidad de vida.

Nuestro grupo habia reportado previamente la generacion del AcM anti-ld 1E10
(denominado racotumomab por la OMS) especifico contra el AcM P3, que
reacciona contra gangliésidos N-glicolilados, sulfatidos y antigenos presentes en
tumores; y que era capaz de producir efectos anti-tumorales en modelos de
tumores murinos. Posteriormente, se describié la propiedad poco comun de este
AcM murino de inducir una predominante respuesta contra su idiotipo y su
capacidad de generar 0o no una respuesta de anticuerpos especifica contra los
gangliosidos N-glicolilados, dependiendo de la presencia o ausencia de dichos
antigenos en los tejidos normales de la especie inmunizada. Estos resultados
preclinicos y de los primeros ensayos fases 1 en pacientes portadores de tumores
de mama y melanoma dieron lugar a 14 articulos, tres objetos de invenciéon que
proporcionaron patentes en Cuba y en diferentes paises, y merecieron un premio
de la ACC en el afio 2001 y otro en el 2005.

A partir de entonces, se evalud el efecto de la vacunacion con el AcM
racotumomab adyuvado en gel de alumina (denominada primero vacuna CIMAbid
y actualmente VAXIRA) en pacientes portadores de CPCNP en tres nuevos
estudios clinicos: estudio de uso compasional, ensayo clinico Fase 2/3 y un
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programa de uso expandido en este tipo de pacientes en Cuba. En estos ensayos
no solo se confirmd la inmunogenicidad de la vacuna, sino también se
determinaron por primera vez los mecanismos de accion de los anticuerpos anti-
NeuGcGM3 que se inducian en los pacientes y se demostré que la vacuna era
segura e incrementaba la supervivencia en estos pacientes. Estos resultados se
reportaron en 3 nuevas publicaciones cientificas y un manuscrito enviado que se
encuentra en revision. Los resultados del ensayo clinico Fase 2/3 fueron
considerados de los resultados mas relevantes en el congreso ESMO 2012 en
Austria.

Para lograr el Registro se requirié de un enfoque regulatorio novedoso debido a la
originalidad de este producto, que es una molécula de anticuerpo, pero a la vez es
una vacuna. Se desarrolld6 un proceso productivo escalable, reproducible,
controlado y con cumplimiento de las Buenas Practicas de Produccion Dentro del
desarrollo productivo se requiri6 demostrar la equivalencia de los productos
obtenidos a partir de dos procesos diferentes y dos formulaciones diferentes. Los
resultados de esta etapa dieron lugar a la publicacion de otros dos articulos en
revistas internacionales y dos publicaciones internas del CIM.

COMUNICACION CORTA

Introduccion

El cancer de pulmoén es la mas comun causa de muerte por cancer en el mundo
(1) y el CPCNP constituye el 75% de todos los tumores de pulmoén. Un alto
porcentaje de los pacientes son diagnosticados con enfermedad local avanzada o
con enfermedad metastasica (2). Desafortunadamente, el impacto en la
supervivencia de los pacientes luego de la primera linea de quimioterapia
utilizando nuevas combinaciones de drogas citotoxicas en comparacion con solo
los dobletes de platino ha sido pobre (3). Por tanto el desarrollo de nuevas
estrategias de tratamiento dirigidas especificamente a dianas tumorales para
incrementar la eficacia de los tratamientos actuales continta siendo una prioridad
en el tratamiento del CPCNP avanzado.

Nuestro grupo habia reportado previamente la generacion del AcM anti-ld
racotumomab especifico contra el AcM P3, que reacciona contra gangliésidos
NeuGec, sulfatidos y antigenos presentes en tumores humanos; y que era capaz de
producir efectos anti-tumorales en modelos de tumores murinos (4-7).
Posteriormente, se describid la propiedad poco comun de este AcM murino de
inducir una predominante respuesta contra su Id y su capacidad de generar 0 no
una respuesta de anticuerpos especifica contra los gangliésidos NeuGec,
dependiendo de la presencia o ausencia de dichos antigenos en los tejidos
normales de la especie inmunizada (8). Los primeros ensayos Fase 1 realizados
en pacientes con cancer de mama y melanoma tratados con la vacuna VAXIRA
demostraron la baja toxicidad y la alta inmunogenicidad de esta vacuna anti-Id (9-
11).
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En el presente trabajo, presentamos resultados posteriores del desarrollo de
esta vacuna que permitieron su Registro Sanitario Condicionado simultaneo
en Cuba y Argentina para su uso en el tratamiento de pacientes con CPCNP,
estrategia terapéutica no antes evaluada para el tratamiento de este tipo de
pacientes.

Los objetivos del presente trabajo fueron: Evaluar la estrategia del tratamiento con
la vacuna VAXIRA en pacientes con CPNCP avanzado en cuanto a seguridad e
impacto en la supervivencia de los pacientes. Demostrar si en estos pacientes la
vacuna era inmunogénica y definir los mecanismos de accidén de los anticuerpos
anti-NeuGcGM3 inducidos por la vacunacion. Desarrollar una estrategia
regulatoria novedosa debido a la originalidad de este producto, que es una
molécula de anticuerpo, pero a la vez es una vacuna. Disefiar y validar el proceso
productivo de la vacuna en condiciones GMP, necesario para su registro, donde
habia que demostrar la equivalencia de los procesos de obtencion del Ingrediente
Farmacéutico Activo y el Producto Terminado. Implementar y validar las técnicas
analiticas de la vacuna para la liberacion del producto; asi como definir las
especificaciones de calidad acorde a las exigencias de las regulaciones
nacionales e internacionales. Obtener el Registro Sanitario para el tratamiento de
pacientes con CPCNP simultdneamente en

Cuba y Argentina.

Resultados

Se disefid e implementd una estrategia regulatoria que permitiéo el Registro
simultaneo de VAXIRA en Cuba y Argentina para el tratamiento de los
pacientes avanzados de CPCNP.

La estrategia regulatoria para lograr el registro de VAXIRA para el tratamiento de
pacientes con CPCNP incluy6 el desarrollo del producto a nivel preclinico, clinico y
productivo.

La estrategia regulatoria para cumplir con los requerimientos preclinicos se baso
en demostrar el efecto farmacolégico de la vacuna VAXIRA, asi como su
seguridad en modelos animales. Para la evaluacién farmacodinamica de la vacuna
se evaluaron aspectos como: el reconocimiento del blanco terapéutico, la
inmunogenicidad en los modelos animales relevantes, el efecto antitumoral de la
dosis, la via de administracion y el esquema seleccionados. También se investigd
el mecanismo de accidon que garantiza el efecto terapéutico de VAXIRA. Los
resultados de esta etapa fueron publicados en 5 articulos (4-8) y formaron parte de
dos premios de la Academia de Ciencias de Cuba en los afios 2001 y 2005.

Para demostrar la seguridad del producto terminado se seleccionaron los modelos
animales recomendados y se realizaron estudios toxicoldgicos de tolerancia local,
de toxicidad aguda y a dosis repetidas, asi como su evaluacidon mutagénica. Los
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resultados de la evaluacion toxicolégica de la vacuna VAXIRA en conjunto
demostraron un perfil adecuado de seguridad para la administracion en humanos.

La estrategia del desarrollo clinico de VAXIRA en CPCNP, que sera descrita mas
detalladamente en el proximo acapite, permiti6 demostrar la seguridad y eficacia
del tratamiento con VAXIRA de pacientes portadores de CPCNP. Ademas,
permitio dilucidar los mecanismos de accion anti-tumoral de los anticuerpos anti-
NeuGcGM3 producidos por la vacunacion y la asociacion de la calidad de esta
respuesta con la supervivencia de los pacientes (Articulos 1, 2 y 3; Manuscrito
en revision del presente trabajo).

La estrategia de desarrollo productivo de la vacuna VAXIRA, se baso
principalmente en alcanzar la escala productiva que se requiere para satisfacer las
cantidades de producto necesarias para ensayos clinicos y para la
comercializaciéon, dentro y fuera de Cuba, cumpliendo con los requerimiento de
Buenas Practicas de Fabricacion que se exigen para estos procesos. Se partié de
una produccién basada en la tecnologia de liquido ascitico producido en ratones
para ensayos clinicos Fase 1 y se pasO a tecnologia de tanque agitado con
perfusion para ensayos clinicos Fase 2/3 y 3, con lo cual se aumenta
considerablemente la eficiencia y los volumenes productivos asi como se eleva el
estandar regulatorio, al eliminar los riesgos por contaminaciéon con virus murinos.
Estos cambios de tecnologia fueron aprobados por las agencias reguladoras
cubana y argentina, a partir de la evaluaciéon de amplios estudios de comparacién
basados en el estado del arte en cuanto a técnicas de caracterizacion fisico
guimica y bioldgica (Articulos 4 y 5 del presente trabajo, Informe de Estudio
Equivalencia). La escala y el estandar regulatorio alcanzados en la produccion
del Ingrediente Farmacéutico Activo y el Producto Terminado permitieron la
obtencion de la Licencia Sanitaria de Operaciones Farmacéuticas para estas
producciones, asi como del Registro Condicionado para la comercializacion en
Cuba y en Argentina (Articulos 6 y 7, Informe de consistencia del Proceso de
produccion, Certificados de Registro Sanitario del CECMED y ANMAT,
Certificados Licencia de Fabricacion, Indice del Expediente de Registro).

VAXIRA es una vacuna segura, inmunogénica y que aumenta la
supervivencia de los pacientes con CPCNP avanzado.

La experiencia clinica con VAXIRA en pacientes con CPCNP avanzado se inicio
en el afio 2004. El primer estudio clinico fue un estudio de uso compasional en el
que se incluyeron 71 pacientes en estadios lllb y IV, que habian concluido el
tratamiento estandar con quimioterapia y radioterapia. Aunque los pacientes se
inyectaron repetidamente, el tratamiento resultd seguro. Estos resultados
corroboraron los reportados previamente con esta vacuna en otros ensayos Fase
1 en pacientes con melanoma y cancer de mama (9-11). Aunque este estudio no
fue disefiado para evaluar la eficacia terapéutica de la vacuna, se observé que la
supervivencia de los pacientes vacunados con VAXIRA fue superior a la reportada
(12) para un grupo de pacientes con CPCNP que recibieron solo el tratamiento
oncoespecifico. En particular, fue de interés conocer que los pacientes que
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entraron al estudio con respuesta parcial o enfermedad estable y con un estado
general clasificado como 1 (EG1) luego de recibir la primera linea de tratamiento
oncoespecifico tuvieron una supervivencia significativamente mayor que en
aguellos pacientes con enfermedad en progresion y EG2. Estos resultados
sugirieron que el tratamiento con VAXIRA prolongaba la supervivencia de este
grupo de pacientes. Este fue el primer reporte del uso de una vacuna anti-
idiotipica relacionada con los gangliésidos NeuGc para la inmunoterapia
activa del CPCNP avanzado (Articulo 1 del presente trabajo).

En este estudio clinico caracterizamos la respuesta inmune humoral contra el
NeuGcGM3 inducida en los primeros 20 pacientes que entraron al estudio y se
corrobord, que al igual que en los ensayos clinicos Fase 1 en pacientes con
melanoma y cancer de mama (9-11), la vacuna fue muy inmunogénica,
desarrollandose anticuerpos que compartian la capacidad del AcM P3 de
reconocer al NeuGcGM3 por técnicas inmunogquimicas y que estos anticuerpos se
caracterizaron por ser Id [Aggel J&n Iéste estudio mostramos las
primeras evidencias de que los pacientes que desarrollaron anticuerpos anti-
NeuGcGM3 tuvieron mayores tiempos de supervivencia. Ademas, se
demostré por primera vez que estos anticuerpos anti-NeuGcGM3 eran
capaces de reconocer al gangliosido en el contexto de la membrana de
células tumorales que lo expresan y de provocar su muerte por un
mecanismo independiente de la activacion del complemento (Articulo 2 del
presente trabajo). Posteriormente, profundizamos en la caracterizacion del
mecanismo citotoxico mediado por los anticuerpos inducidos por la vacunacion
con VAXIRA en los pacientes con CPCNP. El mecanismo de muerte fue diferente
de la apoptosis porque ocurrid independiente de la temperatura, no se detecto
condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN que se produjo tuvo un
patron diferente al observado para la apoptosis. Mas aun, la muerte celular se
acompafaba por un aumento del tamafio celular, formacion de lesiones en las
membranas celulares y activacion del citoesqueleto, como ocurre en el fendmeno
de oncosis. Este fue el primer reporte en la literatura de la induccién activa en
pacientes con cancer de anticuerpos especificos contra NeuGcGM3 capaces
de producir necrosis oncotica (Articulo 3 del presente trabajo).

Tomando en consideracién estos resultados, se llevd a cabo un ensayo clinico
Fase 2/3, aleatorizado, multicéntrico, y a doble ciegas en pacientes con CPCNP
avanzado con el objetivo de obtener la prueba de concepto de beneficio clinico del
tratamiento con VAXIRA. En este ensayo se incluyeron 176 pacientes en estadio
[lIb/IV que luego de la primera linea de tratamiento oncoespecifico hubieran
alcanzado al menos estabilizacion de la enfermedad y con un EG < 2. De nuevo el
tratamiento con VAXIRA fue muy bien tolerado. La vacunaciéon no tuvo impacto en
el tiempo de supervivencia libre de progresion (SLP). En cambio, cuando se
realizé el andlisis de la supervivencia global por intencion de tratar, la de los
pacientes vacunados fue significativamente superior que la del grupo que recibid
placebo. Cuando se realiz6 el andlisis de la supervivencia por protocolo (pacientes
que recibieron al menos 5 inyecciones de VAXIRA o del placebo), la diferencia fue
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aun mas significativa. El alcanzar un beneficio en la supervivencia global sin haber
observado un aumento en la SLP, indica que el efecto de VAXIRA se obtiene a
mas largo plazo. Este resultado esta en correspondencia con el paradigma
emergente para las vacunas de cancer y otros biolégicos, donde un impacto en la
supervivencia puede obtenerse sin disminucién del tamafio tumoral, y el efecto
terapéutico puede demorarse en el tiempo y continuar luego de la progresion (13).
Este fue el primer reporte de eficacia de una vacuna anti-ld contra
ganglidosidos NeuGc como terapia de mantenimiento de cambio en pacientes
con CPCNP avanzado (Manuscrito enviado y en revision).

En el ensayo clinico Fase 2/3 se pudo evaluar la respuesta inmunolbgica en
pacientes tratados con VAXIRA. Un resultado importante de este estudio fue la
asociacion con una mayor supervivencia de los pacientes que desarrollaron
anticuerpos IgM anti-NeuGcGM3 capaces de unir y matar las células que
expresan el gangliésido. Este es el primer reporte que muestra una asociacién
entre la induccion activa de anticuerpos anti-NeuGcGMS3 citotoxicos y la
supervivencia de pacientes con CPCNP tratados con VAXIRA (Manuscrito
enviado y en revision).

Se realiz6 un Programa de uso expandido en pacientes con CPCNP avanzado
que luego del tratamiento estandar establecido se encontraban en progresion de la
enfermedad y que solamente eran tributarios de terapia paliativa no
oncoespecifica. En este se evaluo la eficacia terapéutica de la vacuna VAXIRA en
cuya preparacion el AcM racotumomab se obtuvo mediante el proceso de
fermentaciéon utilizando la tecnologia de tanque agitado (TA). Este estudio
demostré que la vacuna aportaba similar beneficio terapéutico que cuando era
formulada con el AcM producido a partir de liquido ascitico. Se mostré la
equivalencia en cuanto al nivel y caracteristicas de la respuesta inmune humoral
generada (Reporte clinico actualizado del PUCE 106, Informe de serie de
pacientes con CPCNP tratados con la vacuna producida con el AcM obtenido
de fermentacion en tanque agitado). Hasta el momento se han tratado con
VAXIRA 970 pacientes con CPCNP avanzado.

Estos resultados se estan validando en dos ensayos clinicos Fase 3 en curso, uno

multicéntrico en Cuba y otro multinacional, que deben incluir 670 y 1082,
respectivamente.
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