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COMPOSICIONES FARMACEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE TUMORES QUE 

EXPRESAN REGF Y GANGLIÓSIDO N-GLICOLIL GM3 (NeuGcGM3)     

 

CAMPO DE LA TÉCNICA 

Esta invención se relaciona con la rama de la medicina humana, y particularmente con el 5 

tratamiento de tumores que sobre-expresan REGF y gangliósido N-glicolil (NeuGcGM3). 

 

ANTECEDENTES 

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (REGF) es uno de los blancos 

moleculares que más se usan en la evaluación clínica actual. Esta molécula se sobre-10 

expresa en una gran variedad de tejidos epiteliales humanos (Yarden, Y., and Sliwkowski 

M. X., Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2001, 2: 127–137). Dos tratamientos son los más utilizados 

en las terapias para la inhibición de la función del receptor de EGF: la neutralización por 

Anticuerpos monoclonales (AcMs) y las pequeñas moléculas inhibidoras de la actividad 

tirosina quinasa (TKI del inglés tirosin quinasa inhibitor) (Ciardiello, F., and Tortora G., N. 15 

Engl. J. Med. 2008, 358: 1160–1174). Aunque también se ha demostrado que una vacuna 

con el dominio extracelular del REGF al utilizar el VSSP como adyuvante generó efecto 

anti-metastásico en el modelo murino de carcinoma pulmonar de Lewis (Sánchez Ramírez 

B., y otros, Int. J. Cancer. 2006, 119: 2190-2199). Los tratamientos con anticuerpos 

monoclonales anti-REGF median la regresión tumoral por la interrupción de señales 20 

oncogénicas y la inducción de un mecanismo de respuesta inmune innata mediados por el 

receptor de Fc (Martinelli, E., y otros, Clin. Exp. Immunol. 2009,158: 1–9).  

Varios AcMs contra el REGF humano se han generado entre ellos: el Cetuximab (Garrett 

CR, y Eng C., Expert Opin Biol Ther. 2011; 11: 7, 937-49) y el Nimotuzumab (Mateo C, 

Immunotechnology 1997; 3:71-81). Se ha descrito el efecto antitumoral del Nimotuzumab 25 

en la terapia de diferentes tumores que sobre-expresan el REGF (Crombet T, y otros, 

Cancer Biol Therapy. 2006, 5:375–379) o combinado con otros tratamientos (Crombet T, y 

otros, J Clin Oncol. 2004, 22:1646–1654; Zhao KL, y otros, Invest New Drugs. 2011 Pre 

publicado on line Septiembre 8). Por otro lado, el AcM 7 A 7 generado contra el REGF 

murino demostró efecto antitumoral mediado por células T en el tratamiento del carcinoma 30 

de pulmón de Lewis (Garrido G., y otros, Cancer Immunol Immunother. 2007, 56: 1701–

1710).  

Otro de los blancos más estudiados son los gangliósidos, los cuales son 

glicoesfingolípidos que contienen ácido siálico en su estructura. Estas moléculas están 

presentes en tejidos normales y sobre-expresadas en los tejidos tumorales (Zhang S, y 35 

http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garrett%20CR%22%5BAuthor%5D
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garrett%20CR%22%5BAuthor%5D
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Eng%20C%22%5BAuthor%5D
http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21557708
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otros. Int J Cancer 73:42-49, 1997). Existen dos formas de ácido siálico: la N-acetilada y 

la N- glicolilada, esta última se ha descrito en tumores humanos (Malykh Y N., y otros, 

Biochimie. 2001, 83:7 623–634), tanto en forma de gangliósidos (Kawai T. y otros, 1991 

Cancer. Res. (51) 1242-1246) como de las glicoproteínas N-glicoliladas (Devine P.L., y 

otros, Cancer Research, 1991, 51: 21, 5826–5836). Por esta razón estas moléculas han 5 

sido identificadas en gran número de tumores malignos convirtiéndolas en blancos 

atractivos para la terapia del cáncer. Particularmente, el gangliósido NeuGcGM3 lo 

reconoce específicamente el AcM 14F7 (Carr A. y otros, Hybridoma, 2000, 19: 3, 241–

247). Este gangliósido ha sido identificado en diferentes tumores por varios métodos 

(Blanco R., y otros, ISRN Pathology. 2011, Article ID 953803, 10 pag., Marquina y otros, 10 

Cancer Research. 1996, 56: 22, 5165–5171) 

La inmunoterapia activa contra NeuGcGM3 en tumores ha sido publicada al utilizar la 

vacuna molecular NeuGcGM3/VSSP (Estevez F., y otros, Vaccine. 1999, 18:190-197) la 

cual ha demostrado su capacidad inmunogénica y su seguridad en pacientes con cáncer 

de mama avanzado (Carr A., y otros, JCO. 2003, 21:1015-1021). Por otro lado, se ha 15 

demostrado en preclínica que su potente efecto antitumoral (anti-metastásico), está 

mediado por un mecanismo de respuesta celular de células NK y CD8+ (Labrada M., y 

otros, Expert Opin. Biol. Ther. 2010, 10:2,153-162). Al mismo tiempo, se ha generado 

efecto anti-tumoral en pacientes con cáncer de pulmón de células no pequeñas al 

inmunizarlos con la vacuna anti-idiotípica (anticuerpo monoclonal anti-idiotípico 1E10 o 20 

Racotumumab que mimifica a gangliósidos N-glicolilados (Alfonso S., y otros, Cancer 

Biology & Therapy. 2007, 6:12, 1847-1852). Resultados publicados con esta vacuna 

demuestran la inmunogenicidad y la seguridad de la misma (Alfonso M., y otros, Journal 

of Immunology. 2002, 168: 2523–2529).  

El REGF en los microdominios de membrana juega un papel esencial en el control del 25 

crecimiento de las células tumorales. Se ha demostrado que el gangliósido GM3 inhibe la 

proliferación dependiente del REGF en una gran variedad de líneas celulares, tanto in vivo 

como in vitro. GM3 inhibe la actividad quinasa del REGF (la autofosforilación del REGF). 

El gangliósido GM3 inhibe la autofosforilación del dominio quinasa del REGF. GM3 

muestra la capacidad potencial de regular alostéricamente la transición estructural de la 30 

forma inactiva a la señalización por el dímero del REGF para la prevención de la 

autofosforilación del dominio quinasa intracelular a la unión del ligando (Coskun Ü., y 

otros, PNAS. 2011, 108: 22, 9044–9048). Los cambios en la composición de gangliósidos 

en la membrana son importantes en la regulación de la transducción de señales del REGF 

(Zurita AR., y otros, Biochem. J. 2001, 35: 465-472).  35 
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Resultados promisorios se esperan en la práctica médica de la aplicación simultánea o 

alternada de terapias anti-tumorales (Takeda K. y otros, Cancer Sci., 2007; 98: 9, 1297–

1302). Pero no todas los esquemas de aplicación de terapias anti-tumorales dan 

resultados positivos y sinérgicos en la práctica. En un ensayo clínico en cáncer colorectal 

metastásico, Fase III, donde se usó el AcM anti-REGF (Cetuximab) y el AcM anti- factor 5 

de crecimiento del endotelio vascular (Bevacizumab), junto con un potente régimen de 

fármacos de quimioterapia se empeoró la evolución del cáncer, lo que provocó además 

eventos adversos más graves comparados  con los pacientes que sólo recibieron 

Bevacizumab más quimioterapia (Tol J., y otros, N Engl J Med. 2009; 360:6,563-72). El 

éxito de la aplicación de varias terapias en un paciente: es el resultado de las relaciones 10 

funcionales específicas entre los blancos seleccionados para las mismas, la localización 

tumoral, así como, de la naturaleza de las terapias aplicadas en cada caso (anticuerpos, 

vacunas u otros). 

Existen hoy evidencias en la literatura de una relación funcional y estructural entre los 

gangliósidos y REGF en células tumorales. Sin embargo, la implicación práctica de esta 15 

relación en el éxito de la aplicación en un mismo paciente de terapias contra los blancos 

EGFR y los gangliósidos no ha sido abordada ni en la clínica, ni en la preclínica. La 

novedad de la presente invención radica en la demostración preclínica y clínica por 

primera vez de una potenciación sinérgica en la actividad antitumoral derivada de aplicar 

las terapias anti-REGF y vacunas anti-NeuGcGM3, en tumores que co-expresan estos 20 

blancos.  

 

DESCRIPCION DE LA INVENCION 

La presente invención se refiere, a composiciones farmacéuticas para cáncer dirigidas 

particularmente a los blancos REGF y gangliósido N-glicolil GM3 con el fin de potenciar el 25 

efecto terapéutico que producen las terapias contra dichos blancos por separado. En una 

modalidad, la invención comprende vacunas cuyo blanco es N glicolil GM3 y anticuerpos 

contra REGF. En otra modalidad, la invención comprende vacunas cuyo blanco es N 

glicolil GM3 y vacunas cuyo blanco es el REGF.  

En modalidades adicionales de la invención, la vacuna contra el blanco gangliósido 30 

comprende vacunas tales como: vacuna NeuGcGM3/VSSP y/o la vacuna anti-idiotípica 

(AcM Racotumumab adyuvado en Alúmina). En otra modalidad la invención comprende 

terapias anti-REGF como el AcM Nimotuzumab y/o la vacuna contra REGF. 

http://preview.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19196673
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En otra modalidad la invención  abarca una composición  que comprende un compuesto 

contra el receptor de EGF y un compuesto contra el gangliósido NeuGcGM3 para su uso 

en el tratamiento del cáncer. 

En otro aspecto, la invención proporciona una composición farmacéutica que comprende 

cualquiera de los compuestos descritos anteriormente, mezclado con un excipiente 5 

farmacéuticamente aceptable. 

Los compuestos de la invención son útiles como medicamentos, y son útiles para la 

fabricación de medicamentos, se incluyen medicamentos para el tratamiento de 

afecciones, tales como cáncer. 

En otra modalidad las composiciones terapéuticas de la presente invención son útiles en 10 

el tratamiento del cáncer, particularmente en tumores humanos de diferentes 

localizaciones. Preferentemente las composiciones terapéuticas de la presente invención 

se usan para el tratamiento de aquellos tumores en los que se expresen de manera 

simultánea el REGF y la variante N-glicolilada de los gangliósidos. Con mayor preferencia 

se usa para el tratamiento de tumores de pulmón, mama, aparato digestivo, sistema 15 

urogenital, sarcomas, derivados de tejido neuroectodérmico y desórdenes 

linfoproliferativos.  

Cualquier formulación adecuada de un compuesto descrito anteriormente se puede 

preparar para la administración por los métodos conocidos en la materia. La selección de 

los excipientes o portadores útiles se puede lograr sin una experimentación excesiva, 20 

sobre la base de la vía de administración deseada y las propiedades físicas del 

compuesto que se administra. 

Cualquier vía de administración adecuada se puede usar, según lo determinado por el 

médico que trate el paciente, se incluyen pero no se limitan a: parenteral, intravenosa, 

intramuscular, transdérmica, tópica y subcutánea. La preparación de formulaciones 25 

adecuadas para cada vía de administración se conoce en la materia. 

La formulación de cada sustancia con frecuencia incluye un diluyente, así como, en 

algunos casos, adyuvantes, tampones, preservativos, etc. Estos compuestos también se 

pueden administrar en composiciones de liposomas o microemulsiones. 

Para inyección, las formulaciones se pueden preparar en formas convencionales como: 30 

soluciones líquidas o suspensiones o formas sólidas adecuadas para solución o 

suspensión en el líquido antes de la inyección. Los excipientes adecuados incluyen por 

ejemplo: agua, solución salina, dextrosa y similares.  
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Los compuestos de la invención se pueden usar solos o en combinación con otro agente 

terapéutico. En modalidades particulares la invención se refiere a la combinación con 

quimioterapia y/o radioterapia convencional usada para el tipo de tumor que se trate.  

En otra modalidad la presente invención también se refiere, a la aplicación simultánea, 

escalonada o alterna de terapias dirigidas contra los blancos REGF y el gangliósido N-5 

glicolil GM3 en el tratamiento del cáncer.  

El compuesto contra el REGF y el/los compuestos contra el blanco gangliósido N-glicolil 

GM3 se administran por separado, incluso en diferentes momentos y con diferentes 

frecuencias. Ambos compuestos se pueden administrar por cualquier vía conocida, como 

por vía: subcutánea, intravenosa, intradérmica, intramuscular o intraperitoneal, y similares. 10 

En muchas modalidades, al menos uno y, opcionalmente, los dos agentes terapéuticos se 

pueden administrar por vía parenteral. 

Cuando un compuesto o una composición de la invención se usan en combinación con 

otro agente anticancerígeno, la presente invención proporciona, por ejemplo, tratamiento 

simultáneo, escalonado, o alterno. Así, el/los compuestos de la invención se pueden 15 

administrar al mismo tiempo  en composiciones farmacéuticas separadas, y donde un 

compuesto de la invención se puede administrar antes o después que el otro agente 

anticancerígeno, por ejemplo, con una diferencia de segundos, minutos, horas, días o 

semanas. 

La presente invención proporciona métodos para controlar y/o inhibir la proliferación 20 

tumoral, que comprenden administrar la combinación de compuestos descritos en la 

presente a un sujeto que lo necesita en una cantidad efectiva para controlar o reducir la 

proliferación tumoral. En ciertas modalidades, la afección de la proliferación tumoral está 

asociada a un tumor en diferentes estadios clínicos, siempre que los tumores co-expresen 

el REGF y N-glicolil GM3. En una modalidad particular la presente invención se refiere a 25 

tumores de pulmón, mama, aparato digestivo, sistema urogenital, sarcomas, derivados de 

tejido neuroectodérmico y desórdenes linfoproliferativos. 

La invención también incluye métodos para tratar cáncer en un sujeto que necesita dicho 

tratamiento, que comprende: administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva 

de un compuesto contra el REGF útil para el tratamiento de dicho trastorno, y administrar 30 

al sujeto una vacuna NeuGcGM3 o una vacuna anti-idiotípica en una cantidad que es 

eficaz para mejorar el efecto deseado. Mejorar según la presente invención se refiere a 

regresión parcial o total o estabilización de los síntomas clínicos de la enfermedad. En 

otra modalidad de la presente invención, mejorar se refiere a disminuir el tamaño del 

tumor y/o inducir un aumento en la sobrevida del sujeto. 35 
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En cierta modalidad la invención incluye un método que comprende una primera fase de 

inducción y una segunda fase de mantenimiento. En una modalidad particular, la fase de 

inducción comprende administrar al paciente la vacuna anti-REGF a dosis en el intervalo 

de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 2 mg, por un período de tiempo que puede 

estar en el intervalo desde aproximadamente 7 días a aproximadamente 14 días durante 5 

aproximadamente de  8 a14 semanas. Durante ese período, a los pacientes se les 

administrará terapia anti-gangliósido NeuGcGM3 que comprende una vacuna NeuGcGM3 

o vacuna anti-idiotípica a una dosis en el intervalo de aproximadamente 0.1 a 

aproximadamente 2 mg con intervalos de aproximadamente 7 a 14 días. 

La invención incluye un método que comprende administrar al paciente la terapia pasiva 10 

con anti-REGF a una dosis en el intervalo de aproximadamente 100 a aproximadamente 

400 mg durante un intervalo de tiempo desde aproximadamente 6 a 10 semanas. En otra 

modalidad la terapia contra el REGF comprende la administración de una vacuna contra 

el  REGF, a dosis en el intervalo desde aproximadamente 0.1 a aproximadamente 2 mg a 

intervalos de tiempo de aproximadamente 7 a 14 días.  Durante ese período, los 15 

pacientes recibirán adicionalmente, la vacuna NeuGcGM3 o una vacuna anti-idiotípica a 

dosis en el intervalo desde aproximadamente 0.1 a aproximadamente 2 mg a intervalos 

de tiempo de aproximadamente 7 a 14 días.  

En otra modalidad, la segunda fase del método de tratamiento de la invención comprende 

un esquema del tratamiento que se diseña para su administración como terapia de 20 

mantenimiento mientras no aparezca toxicidad y/o síntomas clínicos de la enfermedad. En 

la fase de mantenimiento, las vacunas se administran preferentemente, a las dosis 

descritas anteriormente y a un intervalo de tiempo de aproximadamente 1 a 3 meses. En 

otra modalidad, las terapias pasivas, se administran en un intervalo desde 

aproximadamente 14 días a aproximadamente 3 meses. El esquema de la terapia se 25 

puede administrar durante un período de tiempo en el intervalo desde aproximadamente 1 

a aproximadamente 5 años. 

En algunas modalidades, el agente terapéutico dirigido al REGF y la vacuna NeuGcGM3 

o vacuna anti-idiotípica se administran en forma sustancialmente simultánea. El agente 

terapéutico dirigido al REGF y la vacuna NeuGcGM3 o la vacuna anti-idiotípica algunas 30 

veces se usan al mismo tiempo sobre el sujeto.  

En algunas modalidades la terapia anti-gangliósido NeuGcGM3 se puede administrar por 

vía: subcutánea, endovenosa, intradérmica, intramuscular o intraperitoneal, mientras que 

la terapia anti-REGF por vía subcutánea, endovenosa, o intramuscular. En otras 
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modalidades el sitio de administración se establece por la presencia de ganglios linfáticos 

aferentes.  

En otra modalidad, durante la aplicación de las terapias, se registran ciertos parámetros 

bioquímicos e imagenológicos de los pacientes. Preferentemente la inmunidad celular y 

humoral se analiza mediante el uso de la sangre de los pacientes. Las extracciones de 5 

sangre se realizan con una frecuencia que puede ser desde semanal hasta cada seis 

meses. 

 “Co-expresión” tal como se usa en la presente invención se refiere a que ambos blancos 

estén expresados pero pueden o no tener una relación de cercanía estructural, el criterio 

operacional para esta definición es por determinación de la expresión del REGF y el 10 

gangliósido N-glicolilado (NeuGcGM3) mediante una doble tinción, uso de un microscopio 

fluorescente y un procesador que permita la superposición de imágenes. 

 “Co-localización” tal como se usa en la presente invención se refiere a que ambos 

blancos estén estructuralmente cercanos,  el criterio operacional para esta definición es 

por determinación de la expresión del REGF y gangliósido N-glicolilado (NeuGcGM3) 15 

mediante una doble tinción y el uso de un microscopio confocal.  

En una modalidad adicional la presente invención abarca el uso de un compuesto contra 

el receptor de EGF y un compuesto contra el gangliósido NeuGcGM3, para la preparación 

de un medicamento para retardar el crecimiento de un tumor en un paciente de acuerdo 

con el régimen de tratamiento que involucra: 20 

 (a) primero administrar al paciente el medicamento que comprende el compuesto 

contra el receptor de EGF y,  

 (b) posteriormente administrar al mismo paciente el medicamento que comprende 

el compuesto contra el gangliósido NeuGcGM3. 

La administración puede ser en este orden o en el orden contrario, donde primero se 25 

administra al paciente el medicamento que comprende el compuesto contra el gangliósido 

NeuGcGM3 y posteriormente se administra al mismo paciente el medicamento que 

comprende el compuesto contra el receptor de EGF. 

En una modalidad particular la presente invención abarca un juego de reactivos para la 

terapia de tumores que co-expresen los blancos REGF y gangliósido NeuGcGM3, donde 30 

dicho juego de reactivos comprende la administración simultánea, escalonada o alterna 

de un compuesto contra el REGF y otro compuesto contra el gangliósido NeuGcGM3. 

Determinación de la co-expresión de REGF y gangliósido N-glicolilado (NeuGcGM3) en 

tumores humanos de diferentes localizaciones. 



8 

 

La medición de la expresión de los blancos terapéuticos REGF y NeuGcGM3 en los 

tumores, se puede realizar mediante el uso de cualquiera de los métodos descritos en la 

materia para tales fines. Dicha medición se realiza en tumores de diferentes 

localizaciones y origen, sobre muestras de tumores que previamente se fijan en formol o 

sobre cortes de tejidos frescos. En una modalidad preferida, la detección se realiza 5 

mediante el empleo de técnicas inmunes para el reconocimiento del REGF y de la 

variante N-glicolilada del GM3. Se pueden usar particularmente la inmunohistoquímica y 

la microscopía de campo claro para el inmunorreconocimiento por separado de ambas 

moléculas  o la inmunofluorescencia y la microscopia de fluorescencia para determinar la 

co-expresión o la inmunofluorescencia y la microscopía  confocal para determinar la co-10 

localización. 

En modalidades preferidas de la presente invención el REGF se puede detectar mediante 

el uso del AcM Ior egf/R3m (5-20µg/ml), descrito en la patente EP 0586002B1y el 

NeuGcGM3 se detecta mediante el uso del AcM 14F7m (5-25µg/ml) descrito en la patente 

EP 0972782B1 o US 6,429,295. En una modalidad de la presente invención, para el 15 

inmunorreconocimiento por separado de ambas moléculas (Simple tinción), se puede usar 

como sistema de detección Dako, LSABR System Peroxidase, DAB (Dako, Carpintería, 

California, EE.UU.).  

Teniendo en cuenta que el REGF se localiza sobre la membrana citoplasmática de las 

células tumorales mientras que el N-glicolil GM3 se localiza en membrana e 20 

intracitoplasmático, se considerará que el inmunorreconocimiento es positivo, cuando el 

grado de intensidad de la reacción es igual o mayor al 20% de positividad.  

En una modalidad preferida, la co-expresión de ambas moléculas se puede detectar 

mediante el uso de una técnica de doble tinción y se podría analizar por microscopía de 

fluorescencia, sólo en aquellas muestras tumorales donde previamente resultase positivo 25 

el inmunorreconocimiento para ambas moléculas por separado. Mientras la co-

localización de ambas moléculas se puede detectar mediante el uso de una técnica de 

doble tinción y se analiza por microscopía de fluorescencia  confocal. En una modalidad 

preferida el inmunorreconocimiento del REGF se realiza mediante la incubación con AcM 

Ior egf/R3m (5-20µg/ml) durante 1 hr, seguido de un anticuerpo IgG conjugado a rodamina 30 

(Dako, Carpintería, California, EE.UU.). En otra modalidad preferida, la inmunodetección 

del NeuGcGM3 se realiza mediante el uso de AcM 14F7 –biotinilado (5-20µg/ml), 30 min., 

seguido de estreptavidina conjugada a FITC (Dako, Carpintería, California, EE.UU.) 

Los siguientes ejemplos muestran una modalidad preferida de la presente invención y por 

tanto sirven para ilustrarla pero en ningún caso deben considerarse como una limitación. 35 
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

Figura 1. El REGF se co-localiza con el gangliósido NeuGcGM3 en diferentes tumores 

murinos. Co-localización (C y F) del REGF y el gangliósido NeuGcGM3  en las metástasis 

pulmonares inducidas con el Carcinoma epidermoide de Lewis (A-C) y en el mieloma 

murino P3-X63-Ag.8653 (D-F).  5 

Figura 2. La aplicación de terapia anti-REGF (AcM 7A7) y con vacuna anti-gangliósido 

NeuGcGM3 (NeuGcGM3/VSSP), incrementa sinérgicamente la supervivencia de ratones 

C57BL/6 portadores del carcinoma pulmonar de Lewis. 

Figura 3. Respuesta objetiva a la terapia pasiva contra el REGF (Nimotuzumab) y la 

vacuna anti-gangliósido NeuGcGM3 (Racotumumab/Alúmina) en un paciente con 10 

carcinoma pulmonar de células no pequeñas. 

Figura 4. Respuesta clínica sorprendente a las terapias anti-REGF (Nimotuzumab) y 

vacuna anti-gangliósido NeuGcGM3 (NeuGcGM3/VSSP) en paciente con 

hemangiopericitoma retroperitoneal-peripancreático.   

 15 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1: Medición de la coexpresión del EGFR y del gangliósido NeuGcGM3 en 

diferentes tumores humanos.  

Las muestras tumorales se fijaron en formol neutro tamponado y se procesaron mediante 

la técnica de inclusión por parafina, que es conocida por aquellos con experiencia en la 20 

materia. Los cortes de tejidos obtenidos con un grosor de 5 micras, se mantuvieron a 60 0 

C durante 30 min, se desparafinaron y rehidrataron en una serie de alcoholes 

decrecientes, se mantuvieron en agua destilada durante 10 min y se lavaron con TBS por 

5 minutos. La reactividad de las proteínas totales del tejido se bloqueó con una solución 

comercial (Dako, Carpintería, California, EE.UU.) durante 30 min. El REGF se 25 

inmunodetectó mediante el uso del AcM Ior egf/R3m (20µg/ml) durante 1 hr. El 

inmunorreconocimiento del NeuGcGM3, se realizó mediante el uso del AcM 14F7 

(20µg/ml) durante 30 min. Después de la reacción de los anticuerpos primarios, en ambos 

casos, se usó el sistema de detección Dako, LSABR System Peroxidase, DAB (Dako, 

Carpintería, California, EE.UU.). Los cortes de tejido se deshidrataron y se usó el 30 

contraste con Hematoxilina de Mayer (Dako, Carpintería, California, EE.UU.). El control 

negativo se obtuvo sustituyendo el anticuerpo primario (AcM Ior egf/R3m o AcM 14F7) por 

solución de lavado TBS (1X) y como control positivo, se usó el carcinoma ductal de 

mama.  
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El inmunorreconocimiento del REGF se localizó sobre la membrana citoplasmática de las 

células tumorales y el gangliósido NeuGcGM3 se detectó intracitoplasmático y/o en la 

membrana citoplasmática de las células. 

Doble tinción: El REGF se detectó con el AcM Ior egf/R3m (anti-REGF) a continuación se 

incubó con estreptavidina conjugada con FITC, (Dako, Carpintería, California, EE.UU.). 5 

Mientras, el AcM 14F7 biotinilado (anti- NeuGcGM3) y posteriormente con el anticuerpo 

anti-IgG murina conjugado con rodamina, (Dako, Carpintería, California, EE.UU.). La 

coexpresión de ambas moléculas en las células tumorales se identificó con el color 

amarillo en las imágenes. Los cortes de tejidos se analizaron y se digitalizaron mediante 

una cámara acoplada al Microscopio de Fluorescencia Olympus BX51 (Olympus, Japón). 10 

Para el análisis de las imágenes digitalizadas se usó el procesador de imágenes ImageJ 

versión 1.43u.  

 

Tabla 1 muestra tumores de diferentes localizaciones donde el REGF y el gangliósido 

NeuGcGM3 se encuentran co-expresados.  15 

Intensidad: - negativo, + débil, ++ moderado, +++ intenso.  

 REGF NeuGcGM3 Dobles positivos 

Tipos 

histológicos 

Casos 

positivos 

(%) 

Intensida

d Rango 

Casos 

positivos 

(%) 

Intensida

d Rango 

Casos 

positivo

s (%) 

Intensidad 

Rango 

Sistema 

respiratorio 

NSCLC 

 

8/10(80) 

 

++/+++ 

 

6/10(60) 

 

+/+++ 

 

6/10(60) 

 

+/+++ 

Sistema digestivo 

Estómago (ADC) 

Colón-recto (ADC) 

Páncreas (ADC)  

Hígado 

 

3/3 

(100) 

4/4 

(100) 

3/4 (75) 

4/4(100) 

 

++/+++ 

+/+++ 

++/+++ 

++/+++ 

 

2/3(66,6

) 

4/4 100)      

2/4(50) 

3/4(75) 

 

++/+++ 

+/+++ 

++/+++ 

++/+++ 

 

2/3 

66,6) 

4/4(100) 

2/4(50) 

3/4 (75) 

 

+/+++ 

++ 

++ 

+/+++ 

Sistema urogenital 

Vejiga 

 

2/2 

(100) 

 

++/+++ 

 

1/2 (50) 

 

++ 

 

1/2 (50)  

 

++ 

Sistema nervioso 

Glioblastoma 

 

5/5(100) 

 

+++ 

 

3/5(60) 

 

++ 

 

3/5(60) 

 

++ 
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multiforme 

Sarcomas  2/3 

(66,6) 

+/++ 1/3 

(33,3) 

+ 1/3(33,3

) 

+ 

Sistema 

hematopoyético 

Linfoma no 

Hodking 

 

 

2/3(66,6

) 

 

 

+ 

 

 

2/3 

(66,6) 

 

 

+ 

 

 

2/3(66,6

) 

 

 

+ 

 

Ejemplo 2. Medición de la coexpresión y co-localización de REGF y gangliósido 

NeuGcGM3 en modelos de tumores murinos  

Los modelos de tumores murinos que se usaron fueron Carcinoma pulmonar de Lewis 

(3LL-D122), y Mieloma P3-X63-Ag8.653 (X63). 5 

Para determinar la co-expresión/co-localización se realizó una doble tinción. El 

inmunorreconocimiento del REGF se realizó mediante la incubación con AcM 7A7 

(20µg/ml), biotinilado, durante 1 hr, seguido de la incubación con estreptavidina conjugada 

a FITC (Dako, Carpintería, California, EE.UU.). La inmunotinción del NeuGcGM3 se 

determinó mediante la incubación con AcM 14F7 (20µg/ml), 30 min., seguido de la 10 

incubación con un anticuerpo anti-IgG murino conjugado a rodamina (Dako, Carpintería, 

California, EE.UU.). El control negativo se obtuvo mediante la sustitución del anticuerpo 

primario (AcM 7A7 o AcM 14F7) por solución de lavado TBS (1X). La co-expresión se 

determinó mediante el uso de un Microscopio de Fluorescencia Olympus BX51 (Olympus, 

Japón) y para el análisis de las imágenes digitalizadas se usó el procesador de imágenes 15 

ImageJ versión 1.43u. La co-localización se determinó mediante un Microscopio láser 

confocal Flouview FV500 (Olympus, Japón).  

La Figura 1 muestra la co-localización del REGF y el NeuGcGM3 en muestras tumorales 

de diversos modelos murinos. El REGF se identificó con el AcM 7A7 biotinilado seguido 

de la estreptavidina unida a FITC. El color amarillo identifica la co-localización (C y F) de 20 

ambas moléculas en las células tumorales de los modelos murinos por la superposición 

de colores.  

Ejemplo 3. Medición de la supervivencia de ratones C57BL/6 portadores del carcinoma 

pulmonar de Lewis tratados con la vacuna NeuGcGM3/VSSP y el AcM 7A7. 

Modelo de metástasis espontáneas. A los animales se les inoculó en la almohadilla 25 

plantar derecha, 2x105 células del Carcinoma epidermoide de Lewis (3LL-D122), en un 

volumen de 0.05 ml, lo cual correspondió al día 0 del protocolo experimental. El día 3 del 
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experimento los animales se aleatorizaron en 4 grupos experimentales, de 10 animales 

cada uno. El día 24, cuando el tumor alcanzó un volumen de entre 8-9 mm, se realizó 

cirugía de ese tumor primario. A partir del día 48, se comenzó la observación del estado 

clínico de los animales. Los datos de la supervivencia se analizaron mediante el uso del 

test de Log-rank, p< 0.05 y se muestran en una gráfica de Kaplan-Meier. El resultado 5 

incluye 3 experimentos en igualdad de condiciones.  

Grupos experimentales 

Control sin tratamiento. (T)  

Terapia pasiva anti-REGF: AcM 7A7, por vía endovenosa a una dosis de 56 μg en 200 l 

de SS, los días 3, 5, 7, 9, 31, 33 y 35.  10 

Terapia activa anti-NeuGcGM3: vac. NeuGcGM3/VSSP, por vía subcutánea a una dosis 

de 200 μg en 200 l, los días 7, 21, 35 y 47.  

Administración simultánea de las terapias anti-EGFR y anti-NeuGcGM3, según lo descrito 

para los grupos 2 y 3.  

En la Figura 2a se muestra que la administración simultánea de las terapias anti-EGFR y 15 

anti-NeuGcGM3 (grupo 4) en el modelo de las metástasis pulmonares inducidas con el 

carcinoma pulmonar de Lewis, incrementó la supervivencia de los animales en un 60%, 

comparado con los restantes grupos experimentales. Los animales sobrevivientes (solo 

en el grupo 4) se sacrificaron una semana después de concluido el experimento y se 

extrajeron los pulmones. El análisis macroscópico arrojó que sólo un animal mostró dos 20 

metástasis pulmonares, notándose además, la normalidad de los pulmones del resto de 

los animales. (Figura 2b). Este resultado evidencia una fuerte sinergia de la actividad 

antitumoral de las terapias anti-REGF y anti-NeuGcGM3 estudiadas, en este modelo 

tumoral murino donde el REGF y el NeuGcGM3 se encuentran co-localizados (ver 

Ejemplo 2) 25 

 

Ejemplo 4. Medición de la supervivencia de pacientes con cáncer sometidos a terapia con 

el anticuerpo Nimotuzumab y la vacuna Racotumumab/Alúmina.  

Teniendo en cuenta el hallazgo de la co-localización/co-expresión frecuente de los 

blancos terapéuticos, REGF y el gangliósido NeuGcGM3 en muestras de tumores de 30 

pulmón humano (Ejemplo 1); y la evidencia preclínica mostrada en el Ejemplo 3, se 

procedió a estudiar el tratamiento simultáneo con terapias anti-REGF (anticuerpo 

Nimotuzumab) y anti-gangliósido (vacuna anti-idiotípica, Racotumumab/Alúmina) en 

pacientes con cáncer de pulmón, que habían recibido las terapias estándar para cada 
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localización tumoral y que adicionalmente ya se encontraban en progresión de la 

enfermedad.  

La Tabla 2 muestra los resultados del ensayo en el Programa de uso expandido 

(compasional) de la vacuna Racotumomab (1E10/Alúmina) o en combinación con el 

Nimotuzumab. En la misma se observa la supervivencia de pacientes de cáncer de 5 

pulmón de células no pequeñas (CPCNP) en estadios avanzados (recurrentes y/o 

metastásicos). Se destaca que son pacientes los cuales habían recibido todas las líneas 

de tratamientos estándar establecidas, que eran solamente susceptibles de terapia 

paliativa no onco-específica y que en el momento de la inclusión en el ensayo se 

encontraban en progresión de la enfermedad. En el grupo de pacientes que recibió 10 

simultáneamente la terapia contra ambos blancos se observó un significativo incremento 

en la supervivencia global a los dos años de tratamiento, en comparación con los que 

recibieron solo las monoterapias.  

 

Tabla 2. Incremento de la supervivencia de pacientes con cáncer de pulmón de células no 15 

pequeñas por la aplicación de terapias anti-REGF (anticuerpo Nimotuzumab) y anti-

gangliósido (vacuna anti-idiotípica, Racotumumab/Alúmina), a los dos años de 

tratamiento.  

 

 20 

Grupos de tratamientos SV a 12 m 

(%) 

SV a 24 m 

(%) 

Racotumumab/Alúmina 

(n₌86) 

42.7 16.1 

Nimotuzumab (n₌165) 36 21.4 

Racotumumab/Alúmina + 

Nimotuzumab (n₌88) 

40.7 37.7 

 

La Figura 3 muestra la respuesta objetiva a la terapia pasiva contra el REGF 

(Nimotuzumab) y la vacuna anti-gangliósido NeuGcGM3 (Racotumomab/Alúmina) en un 

paciente con CPCNP, que se mencionó anteriormente, había recibido todas las líneas de 

tratamientos estándar establecidas, la cual era solamente susceptible de terapia paliativa 25 

no onco-específica y que en el momento de la inclusión en el ensayo se encontraba en 
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progresión de la enfermedad. La Figura 3A muestra la localización y extensión del tumor 

en el momento del diagnóstico. En la Figura 3B, se observa el resultado de la Tomografía 

Axial Computarizada (TAC) a los dos años de aplicado el tratamiento donde sólo se 

pueden apreciar áreas de respuesta fibroblástica con áreas de aumento de la 

transparencia en relación con bulas de enfisema y no se observa la lesión tumoral 5 

pulmonar. La misma imagen radiológica se mantiene igual hasta 3 años después. Este 

resultado muestra una sorprendente remisión completa de un tumor muy avanzado, como 

resultado de la terapia. 

 

Ejemplo 5. Medición de la respuesta clínica en un paciente con hemangiopericitoma 10 

retroperitoneal-peripancreático sometidos a tratamiento con el anticuerpo Nimotuzumab) y 

la vacuna NeuGcGM3/VSSP.  

La Figura 4 muestra una tomografía computarizada secuencial del abdomen de una 

paciente con hemangiopericitoma retroperitoneal-peripancreático (tumor de tejidos 

blandos), sin respuesta a la radioterapia y quimioterapia. En el mismo se aplicaron las 15 

terapias anti-REGF (Nimotuzumab) y anti-gangliósido (vac. NeuGcGM3/VSSP), 18 meses 

después del diagnóstico inicial. El paciente presentaba, dolor intenso y palpitante masa 

tumoral en la región periumbilical y pérdida de peso de más de 15 kilos. Las Figuras 4 A y 

B corresponden al momento de comenzar con las terapias; C y D corresponden a la 

evaluación después de tres años. A los tres años después de aplicación del tratamiento 20 

se observa una estabilización de la enfermedad, pues en ambas imágenes, la masa 

tumoral mantiene la misma talla. Más aún, a los 72 meses de evaluación, el paciente 

mantiene una excelente calidad de vida incorporándose a su vida laboral con tendencia a 

la reducción de la masa tumoral. En resumen se observa un beneficio clínico 

sorprendente como respuesta al tratamiento aplicado.  25 

Los pacientes con cáncer tratados con la inmunoterapia anti-REGF y anti-gangliósido, 

descrita en esta invención, muestran excelente tolerancia (no toxicidad relevante) durante 

largos períodos de tratamientos. La terapia favorece la estabilización de la enfermedad, 

incrementa la calidad de vida, el tiempo libre de progresión y por consiguiente la 

supervivencia global de los pacientes. La terapia descrita tiene un efecto superior al 30 

observado tradicionalmente en pacientes tratados con monoterapias anti-REGF o anti-

gangliósido. 
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REIVINDICACIONES 

1. Una composición que comprende un compuesto contra el receptor de EGF y un 

compuesto contra el gangliósido NeuGcGM3 para su uso en el tratamiento del 

cáncer. 

2. La composición de la reivindicación 1 donde el compuesto contra el receptor de EGF 5 

es un anticuerpo monoclonal que reconoce el receptor de EGF. 

3. La composición de la reivindicación 2 donde el anticuerpo contra el receptor de EGF 

es el AcM Nimotuzumab. 

4. La composición de la reivindicación 1 donde el compuesto contra el receptor de EGF 

es una vacuna contra el REGF. 10 

5. La composición de la reivindicación 1 donde el compuesto contra el gangliósido 

NeuGcGM3 es una vacuna. 

6. La composición de la reivindicación 5 donde la vacuna tiene como principio activo 

NeuGcGM3/VSSP. 

7. La composición de la reivindicación 5 donde la vacuna es la vacuna anti-idiotípica con 15 

AcM Racotumumab adyuvado en Alúmina. 

8. La composición de la reivindicación 1  que comprende una vacuna contra el REGF y 

una vacuna contra el gangliósido NeuGcGM3. 

9. La composición de la reivindicación 1 donde el cáncer es un tumor que co-exprese los 

blancos REGF y gangliósido NeuGcGM3. 20 

10. La composición de la reivindicación 1 donde el cáncer es un tumor seleccionado del 

grupo que comprende tumores de pulmón, mama, aparato digestivo, sistema 

urogenital, sarcomas, derivados de tejido neuroectodérmico y desórdenes 

linfoproliferativos. 

11. Uso de un compuesto contra el receptor de EGF y un compuesto contra el 25 

gangliósido NeuGcGM3, para la preparación de un medicamento para retardar el 

crecimiento de un tumor en un paciente de acuerdo con el régimen de tratamiento 

que involucra: 

(a) primero administrar al paciente el medicamento que comprende el compuesto 

contra el receptor de EGF y,  30 

(b) posteriormente administrar al mismo paciente el medicamento que comprende el 

compuesto contra el gangliósido NeuGcGM3. 

12. Uso de un compuesto contra el receptor de EGF y un compuesto contra el 

gangliósido NeuGcGM3, para la preparación de un medicamento para retardar el 
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crecimiento de un tumor en un paciente de acuerdo con el régimen de tratamiento 

que involucra: 

(a) primero administrar al paciente el medicamento que comprende el compuesto 

contra el gangliósido NeuGcGM3 y,  

(b) posteriormente administrar al mismo paciente el medicamento que comprende el 5 

compuesto contra el receptor de EGF. 

13. Uso de un compuesto contra el receptor de EGF y un compuesto contra el 

gangliósido NeuGcGM3, para la preparación de un medicamento para retardar el 

crecimiento de un tumor en un paciente de acuerdo con el régimen de tratamiento 

que involucra la administración simultánea, escalonada o alterna de terapias dirigidas 10 

contra los blancos REGF y el gangliósido N-glicolil GM3 en el tratamiento del cáncer: 

14. Uso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 11-13, donde el compuesto 

contra el contra el REGF es uno seleccionado de AcM Nimotuzumab o vacuna contra 

el REGF.  

15. Uso de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 11-13, donde el compuesto 15 

contra el gangliósido NeuGcGM3 es una vacuna NeuGcGM3/VSSP o la vacuna anti-

idiotipica Racotumumab/Alúmina. 

16. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-14, donde la dosis del 

anticuerpo contra el REGF está en el intervalo de aproximadamente 100 a 

aproximadamente 400 mg.   20 

17. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-14, donde la dosis de la 

vacuna contra el REGF está en el intervalo de aproximadamente 0.1 a 

aproximadamente 2 mg. 

18. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-15, donde la dosis de la 

vacuna NeuGcGM3 o vacuna anti-idiotípica está en el intervalo de aproximadamente 25 

0.1 a aproximadamente 2 mg. 

19. Uso de un compuesto contra el gangliósido NeuGcGM3, y un compuesto contra el 

receptor de EGF, para la preparación de un medicamento para retardar el crecimiento 

de un tumor en un paciente, donde dicho paciente sufre de un tumor de pulmón, 

mama, aparato digestivo, sistema urogenital, sarcomas, derivados de tejido 30 

neuroectodérmico y/o desórdenes linfoproliferativos. 

20. Uso de las composiciones farmacéuticas de las reivindicaciones 1 a 10 en 

combinación con radioterapia convencional. 

21. Uso de las composiciones farmacéuticas de las reivindicaciones 1 a 10 en 

combinación con quimioterapia convencional. 35 



3 

 

22. Uso de las composiciones farmacéuticas de las reivindicaciones 1 a 10 en 

combinación con radio y quimioterapia convencionales. 

23. Un juego de reactivos para la terapia de tumores que co-expresen los blancos REGF 

y gangliósido NeuGcGM3, donde dicho juego de reactivos comprende la 

administración simultánea, escalonada o alterna de : 5 

(a): Compuesto contra el REGF 

(b): Compuesto contra el gangliósido NeuGcGM3 
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FIGURA 1 
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FIGURA 2 

 

 

 

  

FIGURA 3. 
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FIGURA 4 
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RESUMEN 

 

La presente invención se refiere, a composiciones farmacéuticas para el tratamiento de 
tumores malignos. Particularmente aquellos tumores que expresan los blancos REGF y 
gangliósido N-glicolil GM3 con el fin de potenciar el efecto terapéutico que producen las 
terapias contra dichos blancos por separado. Las composiciones farmacéuticas de la 
invención comprenden anticuerpos y/o vacunas contra cada uno de los blancos. 
Adicionalmente la presente invención se refiere a los métodos para la aplicación de las 
composiciones de la invención. 


