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Descripciones

CONFORMACION Y TRAYECTORIA DEL EQUIPO DE INVESTIGACION SOLICITANTE EN LA
TEMATICA ESPECIFICA DEL PROYECTO

El equipo de investigacion del presente proyecto es liderado por el Dr. Carlos Alberto Parra-
Lopez, profesor titular de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia,
investigador senior del grupo de Colciencias “Grupo de Investigacion en Inmunologia y Medicina
Traslacional” (COL0100636). A este grupo pertenecen un oncologo (Dr. Rafael Tejada) y un
cirujano oncologo (Dr. Ramiro Sanchez) quienes facilitaran desde el Hospital Universitario
Nacional (HUN) y la Clinica del Seno el acceso a pacientes y su control clinico. Por otra parte,
esta el grupo médico del Hospital EI Tunal (SUBRED INTEGRADA DE SERVICIOS DE SALUD
SUR ESE), quienes a través del grupo de Gestion Sanitaria (COL0128092) que incluye la
participacion de una mastologa (Dra. Ana Maria Mejia), un patdlogo (Dr. Rene Burgos) y un
epidemidlogo (Dr. Néstor Suarez) quienes apoyaran el proceso de vinculacion de pacientes desde
el Hospital El Tunal con su respectivo seguimiento y analisis de datos obtenidos en el proceso de
monitorizacion de las pacientes. El analisis bioinformatico para la prediccion de péptidos
inmunogénicos sera dirigido por el profesor Luis Fernando Nifio, con el apoyo y asesoria de la
Universidad de Washington en St. Louis y del profesor Jovanny Zabaleta de la Universidad de
Luisiana experto en ciencias émicas (Ver Anexo cartas de apoyo). Por otra parte, la Fundacion
Salud de los Andes mediante persigue dar continuidad a la alianza con la Facultad de Medicina
de la Universidad Nacional iniciada hace 8 afios en cuyo marco se ha venido desarrollando el
primer Estudio Clinico Fase | en Colombia de inmunoterapia en pacientes con cancer de mama
utilizando células dendriticas autélogas como vacuna el cual ha permitido demostrar: (i) la
seguridad del uso de células dendriticas para su uso en la inmuno-terapia de pacientes con
cancer; (ii) la formacion como investigadores hasta el momento de 10 estudiantes de semilleros
de investigacion; cinco estudiantes de tesis de Maestria y uno de Doctorado quienes han
publicado cuatro articulos cientificos en revistas internacionales indexadas. Este proyecto fue
aprobado en la convocatoria de Colciencias numero 502 del afio 2010, que con el grupo de
investigacion en Inmunologia y Oncologia (COL0103772) dirigido por el Dr. David Bernal,
candidato a PhD en el programa de Ciencias Biomédicas de la Universidad Nacional (bajo la
direccion del Dr. Carlos A. Parra), han adelantado la evaluacion de la seguridad del uso de estas
células en pacientes con cancer de mama ductal in situ y que permitio establecer un modelo de
evaluacion de la respuesta inmune en pacientes que ingresan a este esquema de quimioterapia
(A/C) — inmunomonitoreo — el cual evidencia como esta quimioterapia restablece la capacidad
funcional del sistema inmune (Linfocitos T y células dendriticas) [1, 2]. El Dr. David Bernal (lider
del grupo de Investigacion en Inmunologia y Oncologia Clinica - GIIOC) es graduado en Medicina
de la Universidad Nacional de Colombia afio 2007 y realiz6 su afio de Internado en investigacion
en la Universidad Nacional de Australia, Laboratorio John Curtin School of Medical Research y
esta vinculado al Grupo de Investigacion de la Fundacion Salud de los Andes desde hace 9 afos;
actualmente el Dr. Bernal es candidato a doctor en Ciencias Biomédicas en la Universidad
Nacional de Colombia bajo la Direccion del Profesor Carlos Parra y cuenta con el patrocinio de la
Fundacion Salud de los Andes . Recientemente ha publicado articulos relacionados con el
monitoreo de pacientes con cancer de mama por citometria de flujo. Los trabajos de investigacion
del grupo han sido presentados en diversos congresos nacionales e internacionales los cuales
han sido premiados y publicados en distintas ocasiones (Ver soportes anexos) [3, 4]. La
Fundacion Salud de los Andes, es una entidad privada sin animo de lucro, lider en salud, que



cuenta con un equipo de personal en salud interdisciplinario, que trabaja en diferentes areas de
atencion médica. Uno de los proyectos bandera contemplado en el plan de desarrollo de la
Fundacién Salud de los Andes, es la inversion en programas de investigacion de medicina
traslacional. En este sentido, la compafiia ha incursionado en la busqueda de nuevas alternativas
de manejo terapéutico del cancer, explorando inicialmente algunas modalidades de terapias
biolégicas. Para este fin, la Fundacion ha conformado el Grupo de Investigacion en Inmunologia y
Oncologia (GIIOC), responsable de desarrollar el proyecto TEBICA (Terapias Biolégicas en
Céancer), en desarrollo de un convenio marco suscrito con la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia -Sede Bogota-. El grupo ha venido adelantando ensayos
clinicos y pre-clinicos enfocados a la futura realizacién de este proyecto como se verifica en los
resultados preliminares (Ver documentos anexos), en los que ha puesto a punto la derivacién de
DCs y los ensayos concernientes a la evaluacién del perfil inmunoldgico, de los cuales se tienen a
punto los Procedimientos Operativos Estandar (POES) respectivos.

RESUMEN EJECUTIVO

La investigacion en cancer en paises desarrollados permite avizorar que varios tipos de cancer en
estado avanzado, seran en el mediano plazo enfermedades tratables. El descubrimiento de
nuevas terapias son el producto del desarrollo alcanzado de la Medicina Traslacional (los
hallazgos del laboratorio que se traducen en el corto plazo en beneficios para el paciente), un
nuevo enfoque de medicina aplicada liderada por investigadores en las universidades en alianza
con el sector productivo quienes adelantan estudios clinicos. A pesar de los avances de la
Medicina Traslacional en el mundo desarrollado en nuestro medio esta tiene un desarrollo
incipiente. Por su inestabilidad genética, el cancer de mama triple negativo — (CMTN) (ER-, PR-,
Her2/neu-) entre otros tumores presentan un alto numero de mutaciones que probablemente los
hace resistentes a regimenes de quimio/radioterapia generando una alta morbi-mortalidad.
Ademas la inestabilidad genética contribuye no solo a la inmuno-edicion de estos tumores [5] sino
a la generacion de un micro-ambiente tumoral supresor [6], dos factores que contribuyen al
escape de estos tumores a su inmuno-vigilancia [7, 8]. Sin embargo, logros recientes sugieren
gue estos factores son controlables utilizando la medicina personalizada. Mientras la inmuno-
supresion es modulada con el uso de anticuerpos anti-puntos de control (“anti-chek points” como
anti-CTLA4, anti-PD1 y anti-PDL-1) [9], la inestabilidad genética puede ser el tendon de Aquiles
de estos tumores. Estudios clinicos fase | de pacientes con melanoma y cancer de pulmoén
metastasico tratados con Ipilimumab (anti-CTLA4) - para disminuir la inmuno-supresion - péptidos
presentados en moléculas MHC | del propio tumor que contienen mutaciones, son reconocidos
por LT-CD8 como extrafios y destruyen el tumor de manera eficiente al ser utilizados como
vacuna [10-13]. Por esta razdn la identificacion de mutaciones no sinénimas de un solo
aminoéacido y la vacunacion con péptidos de 25 amino acidos que incorporan estas mutaciones
(vacunas sintéticas), se perfila como alternativa para la inmunoterapia del cancer [10-13]. En una
aproximacion que toma 8 semanas, hoy es posible ir desde el analisis del transcriptoma del tumor
para identificar el universo de mutaciones del tumor hasta la vacunacion del paciente con un
péptido que contiene una mutacién, con resultados de respuesta clinica importantes no
alcanzados hasta ahora en pacientes con melanoma y carcinoma de células no pequeiias del
pulmén metastasicos [10-13]. Por lo anterior, proponemos la realizacion del primer estudio clinico
en Colombia de vacunacién de pacientes con CMTN empleando péptidos sintéticos que
contienen mutaciones del propio tumor que seran presentados por células dendriticas autologas
con el fin de evaluar la inmunogenicidad y seguridad de este tipo de vacuna personalizada. El
alcanzar los objetivos especificos planteados en este proyecto, significara que hemos validado en
Colombia el disefio experimental necesario para identificar epitopes exclusivas en cada tumor de
las participantes en el estudio ademas de demostrar la seguridad e inmunogenicidad de estas



vacunas. Logrado lo anterior habremos dado un importante paso hacia la implementacion en
nuestro pais del uso de este tipo de vacuna para la inmunoterapia no solo de CMTN sino de otros
tumores como glioblastoma, gastrico, eséfago y pancreas altamente mortales. Este proyecto
adelantado por la Universidad Nacional, el Hospital EI Tunal de Bogota y la Fundacion Salud de
los Andes, cuenta con la colaboracién del Profesor Jovanny Zabaleta experto en ciencias
“omicas” de la Universidad de Louisiana; cuenta con la asesoria del Dr. Pedro Romero de la
Universidad de Lausana (Suiza) quien tiene amplia experiencia en ensayos clnicos de iinmuno-
terapia de pacientes con melanoma con péptidos sintéticos como vacuna y con investigadores del
Grupo de Investigacion en Inmunologia y Oncologia Clinica (GIIOC) de la Fundacién Salud de los
Andes.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACION

El avance de la investigacion traslacional en cancer adelantada en paises desarrollados permite
avizorar que en estos paises varios tipos de cancer seran en el mediano plazo enfermedades
tratables. Producto de este tipo de investigacion, varios tipos de terapia personalizada brindan
hoy en dia a pacientes con cancer avanzado la oportunidad de tener periodos libres de
enfermedad de varios afios sin comprometer su calidad de vida por la alta especificidad de estos
tratamientos. Estos avances en nuevas alternativas para el tratamiento del cancer en el mundo
desarrollado producto de la investigacion traslacional contrasta con el rezago que en materia de
Medicina Traslacional en cancer tiene nuestro pais y con el hecho de que en nuestro medio la
incidencia de cancer va en aumento y este contindia siendo una de las principales causas de
muerte en la poblacion general. El cancer de mama triple negativo es una de las principales
causas de muerte de mujeres en Colombia. La alta morbilidad-mortalidad por cancer en nuestro
medio es atribuida a la falta de alternativas terapéuticas para el tratamiento de este tumor. Con
miras a superar lo anterior, en el marco del presente proyecto presentado a la Convocatoria 777
de Colciencias (modalidad desarrollo tecnologico), un grupo de investigadores clinicos y en
ciencias basicas que contara con el acompafiamiento de expertos extranjeros y la participacion de
una empresa del sector productivo adelantaremos un estudio clinico piloto en pacientes con
cancer de mama triple negativo que seran vacunadas con péptidos sintéticos que poseen
mutaciones del tumor para demostrar que en nuestro medio es posible implementar el uso de
vacunas sintéticas personalizadas para el tratamiento de canceres responsables de alta
mortalidad en Colombia. Por lo anterior en este proyecto perseguimos resolver la siguiente
pregunta de investigacion: ¢ Es posible el disefio de vacunas sintéticas personalizadas especificas
contra células tumorales a partir de neoepitopes en pacientes con cancer de mama triple
negativo?

JUSTIFICACION

En paises desarrollados la inmunoterapia del cancer ha logrado avances en el control del cancer.
En estos paises la efectividad y alta especificiadad de distintas estrategias de inmunoterapia
ofrece alternativas terapéuticas que aumentan las expectativas y calidad de vida de pacientes con
cancer incluso aquellos con enfermedad en estado avanzado de metastasis. Uno de los avances
mas recientes de la medicina personalizada en cancer consiste en la vacunacion con células
dendriticas autélogas pulsadas con peptidos sinteticos que comprenden mutaciones puntuales de
células tumorales los cuales son administrados como vacuna terapéutica personalizada con muy
buenos resultados. Debido a que la posibilidad de identificar antigenos mutados en los tumores



es favorecida por la alta tasa de mutaciones del tumor, tumores con una alta inestabilidad
genetica como el CMTN que producen las tasas mas altas de mortalidad por su resistencia al
tratamiento y recaidas mas tempranas son los blancos principales de este tipo de vacuna
terapeutia personalizada. Durante los ultimos afios en el grupo de investigacién hemos
adelantado la evaluacién de la seguridad e inmunogenicidad del uso de células dendriticas
autdlogas en pacientes con cancer de mama, y hemos podido demostrar que su administracion a
las pacients es segura ya que no genera efectos adversos serios ni severos. En casos como el
CMTN, las alternativas terapéuticas desarrollas en los ultimos 50 afios ha sido limitada y si bien
responden tempranamenta a regimenes de quimioterapia los porcentajes de recaida a cinco afios
es cerca del 70% la sobrevida libre de enfermedad de estas pacientes es muy baja; por lo anterior
y por ser uno de los tumores con alta carga mutacional, el CMTN brinda un oportunidad para
implementar en su manejo la aplicacion de vacunas sintéticas personalizadas. Por las respuestas
clinicas favorables observadas en pacientes con otros tipos de tumores altamente agresidos
como melanoma y cancer de pulmon cuando son tratados con este tipo de vacuna, consideramos
gue el implementar en nuestro medio la produccion de este tipo de vacuna representara un
importante avance para el manejo de pacientes con CMTN lo cual tendria un importante impacto
social y econdmico reflejado en calidad de vida y afios de vida recuperados para mujeres cuya
morbilidad afecta la estabilidad del hogar e impacta el sistema de atencion en salud de estas
pacientes debido a los altos gastos del cuidado paliativos de estas pacientes en procesos de
recurrencia y metastasis. Ademas la implementacion de la metodologia para lograr este tipo de
vacunas posibilitaria en un futuro cercano su uso para el manejo de otros tumores altamente
mortales debido a su alta inestabilidad genética como el cancer de pancreas, de eséfago y el
glioblastoma.

MARCO CONCEPTUAL

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer de seno es el segundo cancer con
mayor incidencia en el mundo y el quinto en mortalidad, y se proyecta que para el 2020 ambas
tasas aumenten en un 50% [14]. Para las ciudades de América Latina, el cancer de mama es el
tipo de cancer con mayor recurrencia y representa la mayor causa de muerte por cancer entre las
mujeres [15]. En Colombia, la tasa de incidencia de este cancer en mujeres es del 23.4% y la tasa
de mortalidad del 13.9% segun el ultimo reporte de Globocan en 2012. Sin embargo, se espera
gue el incremento de la incidencia en paises en via de desarrollo supere lo proyectado a nivel
global. Las estadisticas previamente descritas corresponden a todos los tipos de cancer de
mama, pero esta enfermedad, al ser altamente heterogénea, ha sido clasificada en varios
subtipos. Dentro de los principales subgrupos identificados por medio de estudios genémicos se
encuentran: los subtipos Luminal Ay B, el “basal-like”, el Her2 positivo, y el triple negativo
(CMTN) [16]. Este ultimo subtipo se define por la ausencia de receptores de estrégeno,
receptores de progesterona, y la ausencia de la sobreexpresion de HER2. El CMTN representa el
subtipo de peor pronostico debido al poco conocimiento que se tiene sobre el manejo del mismo,
no existen guias de manejo consensuadas lo que origina un arsenal de regimenes de
guimioterapia no efectivas para prevenir las recaidas. Intensas investigaciones se han centrado
en la busqueda de blancos especificos con el objetivo de desarrollar nuevas estrategias de
tratamiento para la enfermedad sistémica. Actualmente, el protocolo utilizado para el tratamiento
de este subtipo de cancer es el uso de terapias adyuvantes y neoadyuvantes, las cuales incluyen
antraciclinas, ciclofosfamida, y taxanos [17, 18]. EI CMTN ha empezado a ser objeto de
investigacion en los ultimos afos, ya que representa aproximadamente un 15% de todos los
canceres de mamay se caracteriza por una corta sobrevivencia y un pico temprano de
recurrencia tres afios después del diagndstico y tratamiento. La mayoria de muertes (superior al
70%) ocurren dentro de los primeros 5 afios seguidos al diagndstico inicial, ya que este subtipo de



cancer presenta un comportamiento clinico agresivo, con un alto riesgo de recaida local o distante
gue frecuentemente representa metastasis visceral y/o cerebral [17, 18]. Ademas, estudios
epidemioldgicos han reportado que este subtipo es el méas frecuente en mujeres de 40 afios y en
mujeres con mutaciones en el gen BRCA172 en la linea germinal, asi como una alta asociacion
con mujeres de raza negra y etnia hispana [18]. Paradéjicamente a diferencia de otros subtipos
de cancer de mama como los subtipos positivos para receptores de hormonas, el CMTN es
considerado “inmunogénico” por el contenido de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) reportado en
diferentes estudios [19-21]. Esta inmunogenicidad probablemente esté asociada a una elevada
tasa de mutaciones somaticas de las células tumorales promovida por la alta inestabilidad
genética del CMTN [22]. Lo anterior probablemente produce un alto nUmero de neo-epitopes
susceptibles de ser reconocidos por TILs. A pesar de que dentro del cancer de mama el CMTN
sea el subtipo de cancer de mama con mayor grado de TILs, la frecuencia de estas células es
baja en comparacion a otros tumores inmunogénicos, por lo que el uso de estrategias de
inmunoterapia como anticuerpos anti puntos de control quizas mejore el desempefio como células
anti-tumorales de TILs en CMTN. Por su parte estrategias de tratamiento que mejoren el
aumento de linfocitos T en el infiltrado tumoral quizas se logre en el infiltrado que permitan
mejorar la respuesta anti-tumoral de TILs en el tumor de estas pacientes [18]. Dentro de las
inmunoterapias utilizadas para explotar la aparicién de neo-epitopes producto de las alteraciones
somaticas de tumores con altas tasas de mutacion, como melanoma [23], carcinoma de células
no pequefias de pulmdn [24] y cancer colorrectal [25], se encuentra el uso de farmacos anti
“check-point”, que se encargan de bloquear la accion de proteinas inhibitorias como CTLA-4, PD-
1y PDL-1. Acompafando este tipo de tratamientos, la implementacion de vacunas con células
dendriticas pulsadas con lisados tumorales, proteinas altamente expresadas por el tumor, o
péptidos sintéticos ha probado incrementar la frecuencia y variedad de TILs post-quimioterapia,
asi como una favorable respuesta clinica [26-29]. Dentro de las inmunoterapias propuestas para
mejorar el nimero y respuesta de los TILs en varios modelos de cancer, la que mejor respuesta
clinica es la quimioterapia neo-adyuvante (NAC). Este tipo de medicamento se ha vuelto estandar
en el tratamiento de cancer de seno avanzado [30] a razon de la capacidad que tiene de atacar el
microambiente metastasico en fases temprana. Ademas, NAC provee la valiosa posibilidad de
obtener informacion de la respuesta del tumor in vivo, asi como la biologia de la enfermedad a
través de la evaluacion de biomarcadores, al facilitar la obtencién de multiples muestras del
tumor. Varios grupos han demostrado la importancia de NAC en la modulacion del microambiente
tumoral hacia una inmunidad antitumoral al aumentar el radio de TILs/T reguladoras [31], asi
como el numero de células CD60low en los infiltrados tumorales [32]. Por su parte, NAC no solo
promueve la infiltracion de TILs al microambiente tumoral, sino que también se ha encontrado que
el inmunofenotipo de estos TILs es predominantemente CD8+GranzimaB+ [33]. Acompafando
esta respuesta del componente T, las células APC también se ven beneficiadas por el uso de
NAC debido a que hace que las células tumorales empiecen a emitir sefiales de peligro y las
conduce a un programa de muerte celular inmunogénica que estimulan la respuesta inmune
innata y consecuentemente la respuesta adaptativa (Referencia review). Todo esto en conjunto
sugiere que el uso de NAC corresponde al tratamiento con mejor prondstico para las pacientes
con CMTN. Las células dendriticas representan la conexién entre el sistema inmune innato con
el adaptativo, y son consideradas las células presentadoras de antigeno profesionales por
excelencia [29]. Desde la descripcion inicial de las células dendriticas (DC) hace mas de 50 afios
[34], su papel en la inmunidad mediada por células T en la inmunidad antitumoral ha sido
ampliamente estudiado [29]. La posibilidad de diferenciar grandes nimeros de DC a partir de
monocitos las convierte en una herramienta importante en la terapia de pacientes con cancer. Su
uso como vacuna ha demostrado que son seguras y capaces de provocar respuestas clinicas
favorables, lo que ha promovido su uso actual como vacuna en cientos de estudios clinicos en
pacientes con cancer en fases I-IV. Sipuleucel- T (Provenge) una vacuna basada en células
dendriticas pulsadas con un antigeno de proéstata fue aprobada en el afio 2010 por la FDA para el
tratamiento de cancer de préstata refractario a otros tratamientos [35, 36]. Este avance supone
una primera linea guia para el desarrollo y regulacion de nuevas estrategias y ensayos clinicos



venideros que comprenderan la nueva generacion de inmunoterapias personalizadas [29, 37].
Esta estrategia tiene como objetivo la recuperacion de la falta de respuesta del sistema
inmunolégico promovido por el microambiente tumoral que termina con el restablecimiento de la
capacidad antitumoral de células T citotéxicas (CTL) [27, 28, 38-42]. La caracterizacion del
fenotipo de las DCs derivadas de monocitos después de la maduracién continta siendo una
valiosa herramienta para examinar in vitro los beneficios potenciales de estas células en la
generacion de inmunidad protectora contra tumores en pacientes con cancer. En los seres
humanos, hay dos grupos de DC primarias, las de origen mieloide caracterizadas por la expresion
de CD11c y CD33 (se encuentran principalmente en la dermis en tejidos y circulantes en sangre),
y las DC de linaje linfoide o plasmacitoides que expresan CD123 y CD45RA (circulantes en
sangre). En pacientes con cancer se ha observado una reduccion del nimero de DC mieloides en
sangre periférica e infiltrantes de tumores, mientras que el nimero de DC plasmacitoides no se ve
alterada. Adicional a la alteracién en la cantidad de células, las DC mieloides en pacientes con
cancer tienen un fenotipo inmaduro [43, 44] que favorece un proceso de tolerancia inmune dentro
del microambiente tumoral [45, 46]. Por lo tanto, el uso de las vacunas basadas en DC mieloides
se ha explorado activamente durante los ultimos afios para superar tanto la mala presentacién de
los antigenos tumorales por las células tumorales, asi como la baja funcionalidad de las DC
primarias en los pacientes con cancer (15). La capacidad de DC para activar células T capaces
de reconocer y destruir células tumorales de una manera antigeno especifica ha sido demostrada
en protocolos clinicos llevados a cabo en pacientes con cancer en los que DCs pulsadas con
antigenos tumorales se han utilizado como vacunas [47]. Este tipo de tratamiento ha probado ser
seguro y mas tolerable que otros tratamientos como la quimioterapia o la radioterapia [37], con
respuestas clinicas e inmunoldgicas variables [25, 39, 48, 49]. Debido a que las DCs estan en una
cantidad muy baja en sangre periférica, durante la ultima década se han descrito varios métodos
para su generacion in vitro a partir de monocitos de sangre periférica cultivados con IL-4 y GM-
CSF y madurados con diversas combinaciones de citoquinas proinflamatorias en combinacion
con agonistas de receptores tipo Toll (Toll-like Receptors-TLRS) [50]. La mayoria de los ensayos
clinicos realizados hasta la fecha han utilizado DCs derivadas de monocitos generadas en siete
dias (7d-DC): cinco dias en presencia de GM-CSF e IL-4, seguido por la adicién de los estimulos
de maduracion durante los ultimos dos dias del cultivo. Ademas, hay algunos informes que
proponen la generacién de DCs en un periodo de tiempo mas corto: la induccién de DCs a partir
de monocitos tratados con GM-CSF e IL-4 durante 24 horas es seguida por 24 horas de
incubacion con un estimulo proinflamatorio (2d-DCs), tiempo que permite lograr DCs competentes
gue modulan respuestas inmunes Thl especificas de antigeno [2, 51, 52]. Por ultimo, una
combinacion de citocinas recientemente descrita para la maduracién de DCs de 7 dias que
incluye interferones de tipo | y ligandos de TLR induce DCs maduras caracterizadas por una alta
produccion de IL-12 y una eficiente activacion de células T CD8+ contra tumores denominadas
DCs Tipo alfa o alfa-DCs [53]. Por su parte, el agente con el que estas DCs deben ser pulsadas
(lisados tumorales, oncopéptidos, péptidos sintéticos) para el desarrollo de las vacunas ha
variado en los distintos ensayos clinicos. Los oncopéptidos fueron la primera linea de antigenos
con los que se cargaron las DCs debido a que, en el caso de funcionar, podrian ser utilizados de
manera generalizada en todos los pacientes que tuviesen el mismo tipo de tumor. Sin embargo,
se encontrd que este tipo de vacunas contaban con una gran limitacién: los linfocitos que tenian
una alta afinidad hacia estos péptidos se seleccionaban de manera negativa, por lo que no se
encontraban en muestras de sangre tomadas posterior a la vacunacion, y aquellas células que
pasaran la deplecién usualmente tenian un fenotipo regulador [54, 55]. A raiz de lo reportado en
estos estudios, los péptidos sintetizados a partir de mutaciones ocurrentes en las células
tumorales, los cuales proveen antigenos asociados a tumores los cuales son capaces, en
modelos animales, de generar una inmunidad contra los mismos tumores luego de ser tratados
con quimioterapia, pero sensibles a otros tumores (memoria inmunoldgica) empezaron a tomar
fuerza como agente de carga. Posteriormente, trabajos desarrollados por Rosenberg y
colaboradores identificaron linfocitos T especificos a antigenos tumorales de melanoma en
pacientes que reaccionaron predominantemente con células de melanoma pero no células



normales, lo que sugiere que los canceres humanos también poseen antigenos tumorales cuya
expresion era o bien tumoral especifica 0 mostraron una expresion limitada en células normales
[56]. La mayor limitacion de esta opcién era la gran dificultad que habia en la identificacion y
posterior sintesis de estos péptidos. Afortunadamente, el desarrollo de herramientas tanto de
secuenciacion del exoma y transcriptoma, asi como de programas bioinformaticos capaces de
analizar muestras de gran tamafio y predecir aquellas mutaciones puntuales no sinénimas que
fuesen traducidas efectivamente, procesadas por el inmunoproteosoma, presentadas por el
complejo mayor de histocompatibilidad, y fueran inmunogénicas en comparacion a sus
contrapartes nativas han facilitado el progreso de estas vacunas [57-59]. Las técnicas de
secuenciacion de siguiente generacion, como ya se menciond, permitio la identificacion de estas
mutaciones soméaticas a través de la secuenciacion masiva en paralelo (MPS) [60] al comparar el
RNA obtenido de tumor con el RNA de fuentes nativas del paciente. Con base en los hallazgos
obtenidos con MPS, mudltiples librerias gendmicas han sido compiladas, lo que supone una gran
cantidad de bases de datos que sirven como marco de referencia para estudios en nuevos
pacientes. Una vez se han obtenido las secuencias de los tumores y las células normales del
paciente, el alineamiento de las secuencias en plataformas MPS y el uso de diferentes programas
(Bioedit, Blast, BWA, GATK, Strelka, VarScan) permite la identificacion de variaciones unicas de
nucledtidos que resulten en mutaciones no sinénimas [11, 23, 24]. Partiendo de estas
mutaciones, el siguiente paso consiste en el uso de filtros consecutivos que determinan la
afinidad (IC50) con el MHC clase | (MHCI), lo que crea otra limitacién dentro de este tipo de
estudio, al solo dar respuesta al MHCI, y por ende hablar de una respuesta mediada por linfocitos
CD8 citotoxicos (CTL) [61]. EI programa méas comun para realizar este primer filtro es NetMHC
[62, 63], seguido por NetChop [64], el cual se encarga de filtrar aquellos péptidos que no vayan a
tener un adecuado clivaje por el proteosoma, dejando solo péptidos de buena afinidad con el
MHCI que puedan ser presentados adecuadamente a los CTL y generen una buena respuesta
inmune. Las estrategias in silico utilizadas para cada una de las condiciones mencionadas
previamente han permitido el paso de terapias “compartidas” a acercamientos “completamente
personalizados”, que respondan a las particularidades de cada paciente, mejorando la
probabilidad de una buena respuesta clinica [59]. Desde el primer reporte en 2012, generado de
manera independiente por dos grupos, en donde el uso de estos métodos bio-informaticos fueron
validados para la busqueda de estas mutaciones no sinGnimas inmunogénicas [11], estos
softwares se encuentran en una constante evolucién, mediada principalmente por el uso de redes
neuronales artificiales (ANN), los cuales son programas capaces de ser entrenados con las
respuestas in vivo que se observen en cada uno de los items evaluados para la prediccion de
neo-antigenos y de esta manera seguir avanzando en el desarrollo de este tipo de inmunoterapia
personalizada.

ESTADO DEL ARTE

Los resultados publicados en relacion a vacunas personalizadas en cancer reflejan la evolucion
de la busqueda de epitopes eficaces para estimular la respuesta de linfocitos T anti-tumorales
iniciada por Boon en 1994 [65] quien fue el primero en demostrar que péptidos presentados en
moléculas MHC clase | generan células citotdxicas que rechazan un tumor. Los ensayos pre-
clinicos en modelos animales con este tipo de vacunas adelantados por Schreiber y Delamarre
[10, 12, 13, 24, 66, 67], permitieron en 2014 demostrar por primera vez dos cosas que no habian
podido ser evidenciadas hasta ahora: (i) una epitope de 9 aminoacidos que contiene una
mutacion especifica de un tumor cuando es utilizada como vacuna terapéutica es suficiente para
destruir un tumor ya instaurado en el animal [13, 66] y (ii) cuando esta vacuna es administrada de
manera profilactica esta genera inmunidad contra el tumor en la mayoria de animales vacunados
[13]. Si bien el uso de péptidos como vacuna en la inmunoterapia de cancer se ha intentado por



cerca de 30 afios con resultados discretos, hasta ahora se habian utilizado epitopes tumorales
nativas como las descubiertas por Boon [65] en los afios 90s en su mayoria péptidos propios para
los cuales somos tolerantes que generan linfocitos antitumorales de baja avidez con limitada
actividad antitumoral y cuyo uso genera el riesgo de auto-inmunidad. Por afios se utilizaron para
vacunar péptidos cortos de nueve aminoacidos para vacunar, pero hoy se sabe que estos no son
suficientes para generar inmunidad probablemente porgue no involucran epitopes CD4. Los
trabajos de Melief y col., desde el afio 2009 permitieron confirmar las bondades de los péptidos
largos los cuales incorporan epitopes CD4 ademas de para la epitope CD8 en la inmunoterapia
de cancer en pacientes con carcinoma de vulva por HPV-16 [68]. Las vacunas personalizadas
basadas en péptidos en cancer utilizando DCs como adyuvante representan un importante
complemento a las vacunas que perseguimos implementar con nuestro trabajo. El uso de DCs
como adyuvante en vacunas para pacientes con distintos tipos de cancer ha sido intentado por 22
afos en cientos de estudios clinicos en pacientes con diferentes tipos de tumor lo cual ha
demostrado que son seguras y generan respuesta inmune en los pacientes vacunados. La
confianza en DCs como adyuvante natural se vio refrendada en 2010 con la aprobacién por la
FDA de Sipuleucel-T (Provenge) la primera vacuna basada en DCs para la inmunoterapia del
cancer de proéstata [35, 36]. A pesar de su amplio uso como adyuvante, la eficacia clinica de DCs
pulsadas con péptidos tumorales no ha sido satisfactoria probablemente porque hasta ahora se
habian utilizado como vacuna péptidos no exclusivos del tumor. Las vacunas personalizadas
especificas utilizando epitopes propias del tumor la utilizacion de DCs pulsadas con péptidos
mutados seleccionados a la medida del HLA del paciente representaran un avance significativo
de los resultados de este tipo de vacuna como ya ha sido demostrado por Carreno y col., en
Washington University quien utilizé péptidos exclusivos de tumor seleccionados mediante la
estrategia que serd utilizada por nosotros para la inmunoterapia de pacientes con melanoma
metastasico con resultados sorprendentes [10]. Finalmente, los buenos resultados de las vacunas
personalizadas publicadas hasta ahora radica en buena medida en su aplicacién combinada con
anticuerpos inhibidores de puntos de chequeo de la respuesta inmune los cuales restituyen la
inmuno-vigilancia de los tumores [10, 12, 13, 66]. Estos anticuerpos sin embargo representan un
sobre-costo para el futuro del uso de vacunas personalizadas en cancer por lo tanto en la
identificacion de herramientas mas al alcance de los pacientes que permitan restituir la inmuno-
vigilancia de los tumores va a radicar la implementacién en paises como Colombia de estas
herramientas que estén al alcance de los pacientes. Nuestros trabajos de los Ultimos afios nos
han permitido demostrar que la terapia neo-adyuvante como la que se utilizara en las pacientes
del estudio son una forma accesible de lograr el restablecimiento de la vigilancia de los tumores
por el sistema inmune. Nuestros resultados en materia de inmuno-monitoreo de pacientes con
cancer de mama en terapia neo-adyuvante demuestran que el uso de Doxorrubicina y
Ciclofosfamida rescatan la competencia de los compartimientos de linfocitos T y de células
dendriticas en pacientes con cancer tratadas [1] y (Bernal-Estevez D. y cols — BMC 2017
sometido). La recuperacion de la respuesta inmune contra el tumor es de tal importancia que
consideramos que la terapia neo-adyuvante brinda la mejor oportunidad para evaluar el papel que
los farmacos utilizados en quimioterapia tienen sobre el desempefio del sistema inmune y esta
relacion con la respuesta clinica del paciente en terapia neo-adyuvante (Parra-Lépez C. 2017
EMJ Reviews 2017 - sometido).

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la inmunogenicidad y seguridad de vacunas basadas en péptidos sintéticos utiles para la
inmuno-terapia en pacientes con cancer de mama.




OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer el universo de mutaciones Unicas no sinénimas en tumores de pacientes con
cancer de mama triple negativo.

2. Seleccionar mediante algoritmos predictivos mutaciones de un amino-acido que generen
epitopes inmuno-dominantes en cada paciente (Peptido-Mutoma-Inmunogénico (PMI)).

3. Comprobar la inmunogenicidad in vitro de las epitopes dominantes.

4. Demostrar la inmunogenicidad y seguridad in vivo de las epitopes mas inmunogénicas en

cada paciente al ser utilizada como vacuna sintética.

METODOLOGIA

El presente estudio esta dividido en dos fases, la primera la denominamos estudio PRE-CLINICO
y la segunda estudio CLINICO. Para la fase inicial del estudio PRE-CLINICO invitaremos a
participar a 40 pacientes con diagnostico de carcinoma de mama confirmado por patologia que no
expresa receptores para Progesterona, Estrogenos ni amplificacion del oncogen Her2/neu (en
adelante denominadas pacientes con CMTN). Las pacientes seran invitadas a una charla
informativa donde se les ilustrara sobre el estudio y se les resolvera las dudas que tengan. Si las
pacientes deciden participar del ensayo se procedera a la firma del consentimiento informado
correspondiente a la fase pre-clinica (Ver consentimiento informado estudio PRECLINICO anexo).
Como un paso inicial se debe establecer si la pacientes expresa el haplotipo (HLA-A*02:01). La
expresion de este haplotipo es importante en las pacientes del estudio por tres razones: (i)
estudios previos hechos por nuestro grupo han revelado que entre el 25 y 30% de la poblacion
Colombiana expresa este alelo lo cual nos sugiere que encontraremos 10 pacientes HLA-A*02:01
entre las 40 pacientes tamizadas con las cuales se realizaran las pruebas pre-clinicas in vitro; (ii)
la expresion de este alelo facilita la seleccion por medios bio-informaticos de neo-epitopes del
tumor las cuales se unen con alta afinidad a este alelo lo cual nos asegura que se podran obtener
complejos fluorescentes HLA-A*0201/neo-epitopes tumorales (tetrameros fluorescentes); y (iii) la
disponibilidad de tetrameros fluorescentes HLA-A*0201/neo-epitope tumoral nos permitira el
inmuno-monitoreo y expansion en sangre periférica de linfocitos T CD8 especificos para las neo-
epitopes HLA-A*0201 restringidas no solo durante los analisis in vitro (fase PRECLINICA) - lo cual
es un importante criterio para seleccionar las neo-epitopes que seran utilizadas como vacuna -
sino en las pacientes luego de la vacunacion (estudio CLINICO). Para identificar las pacientes
gue expresen al menos una copia del haplotipo (HLA-A*02:01) se les tomara a la paciente una
muestras de sangre periférica de 5 mL para realizar la tipificacion. Un tamizaje inicial se hara por
citometria de flujo para lo cual la muestra de sangre sera tefiida con el anticuerpo BB7.2-PE (BD)
y con un anticuerpo control de isotipo IgG2b). Este analisis permite en una muestra de 300pL de
sangre total seleccionar pacientes que expresen el grupo de alelos HLA-A*02 luego de incubacion
con el anticuerpo por 15 min a temperatura ambiente seguida del lisado de eritrocitos con BD
FACS “Lysing solution” durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego, utilizando un equipo
FacsAriall (BD) la muestra sera analizada por citometria de flujo delimitando los leucocitos con los
parametros FSC (dispersion de luz frontal — forward scatter) y SSC (dispersion de luz lateral —
side scatter), a partir de la cual se analiza en histograma el grado de tincidén de las células en el
canal de fluorescencia de PE. A las pacientes que resulten A2 positivas por este tamizaje por
citometria se les realizara la tipificacion molecular fina para HLA clase | (genes A, By C) por
medios moleculares de alta resolucion. Si la paciente presenta este haplotipo y cumple con los
otros criterios de inclusion es candidata a ingresar a la fase PRECLINICA del presente estudio.
Del grupo de 40 pacientes invitaremos a participar en el estudio PRE-CLINICO a 10 que cumplan



todos los siguientes criterios de inclusion: 1. Ser una paciente a quien el oncélogo le prescribe
tratamiento para su CMTN quimioterapia neo-adyuvante con Doxorrubicina/ciclofosfamida (A/C)
(cuatro ciclos) y Taxanos por un periodo de tiempo de seis meses en total seguido de cirugia para
remocion del tumor. 2.  Que sus leucocitos expresen al menos una copia de la proteina HLA-
A*02:01. 3. Tenerentre 18y 75 aflos. 4. No poseer enfermedad cardiaca. 5. Poseer un eco-
cardiograma con una FEVI mayor a 45% por ecocardiografia o ventriculografia. 6. Poseer un
conteo de Neutrofilos mayor a 1500/mL mayor a 100000/mL. 7. Pacientes sin co-morbilidades
médicas asociadas como diabetes o insuficiencia renal. 8. No poseer trastornos de coagulacion.
9. Que no haya estado hospitalizada en el ultimo mes. 10. Que no tenga otro tumor activo a
excepcion de tumores de piel de tipo carcinoma escamo-celular o baso-celular. 11. Que la
quimioterapia inicie 15 dias luego de haber aceptado participar en el estudio. 12. Poseer acceso
venoso franco en vena de brazo contra-lateral al tumor que permita la realizacién de leuco-
aféresis. A las 10 pacientes seleccionadas para la fase PRECLINICA se procederé: (i) a la toma
de dos muestras de tumor la primera al dia O por biopsia con aguja (dentro de los 15 dias previos
al inicio de la quimioterapia) y la segunda obtenida del tumor luego de quimioterapia y cirugia (dia
180) con las cuales se establecera el universo de mutaciones que posee el tumor antes y
después de la quimioterapia y (ii) a la obtencion de dos muestras enriguecidas en leucocitos
(“Buffy”) de su sangre en dos procedimientos de leuco-aféresis (el primero dentro de los 15 dias
previos al inicio de la quimiterapia y el segundo luego de 30 dias de haber finalizado la
quimioterapia (dia 180). Con el fin de estandarizar todos los ensayos in vitro de la fase
PRECLINICA del estudio (identificacion del universo de mutaciones y de neo-antigenos HLA-
A*0201 restringidos) durante los siguientes seis meses, en una de las 10 pacientes, haciendo uso
de la biopsia de tumor tomada antes de la quimioterapia utilizando secuenciacion de ultima
generacion a partir del “exoma” y el “transcriptoma” tanto del tumor como de la sangre se
establecera el universo de mutaciones del tumor y se identificaran neo-epitopes HLA-A*0201
restringidas de alta afinidad mediante analisis bio-informaticos (ver metodologia detallada
necesaria para alcanzar Objetivos Especificos 1y 2). Una vez finalizada el proceso bio-
informatico de seleccion de neo-antigenos HLA-A*0201 restringidos se escogera uno el cual sera
sintetizado quimicamente como péptido de 25 amino-acidos en su version mutada y nativa. Con
estos péptidos y con la muestra de leucocitos obtenidos en dia 0 se procedera a la validacién de
su reconocimiento por linfocitos T CD8+ de la paciente presente en esta muestra (ver diagrama
EVALUACION INMUNOGENICIDAD DE NEOANTIGENOS IN VITRO).
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Una vez validada en una paciente la metodologia para evidenciar el reconocimiento in vitro del
neo-antigeno por linfocitos T CD8+ especificos para éste, se procedera a la identificacion de neo-
antigenos y evaluar su inmunogenicidad in vitro en cada una de las 10 pacientes empleando
PBMCS obtenidas y crio-preservadas en area blanca de las dos muestras de sangre y cotejadas
con los neo-antigenos identificados del tumor (tomadas pre- y pos-quimioterapia), con el fin de
seleccionar cinco pacientes candidatas para la fase clinica. La seleccion de estas pacientes se
basaréa en los siguientes requisitos: (i) El analisis de las mutaciones del tumor permite identificar al
menos un péptido de 9 aminoacidos que contiene una de mutacion el cual se une con alta
afinidad a la molécula HLA-A*02:01; (ii) Luego de los analisis in vitro se puede establecer que hay
linfocitos T CD8+ en la sangre de la paciente que reconocen el neo-antigeno del tumor cuando es
presentado en la molécula HLA-A*0201. Este reconocimiento es establecido por la secrecion por
linfocitos T CD8+ de citoquinas Th1/Th2 en respuesta a la presentacion por células dendriticas
autologas del neo-antigeno pero no del antigeno nativo in vitro. FASE PRE-CLINICA Una vez
seleccionadas las 10 pacientes comenzara la fase pre-clinica iniciando con el primer objetivo
propuesto que es: Establecer el universo de mutaciones Unicas no sinénimas en tumores de
pacientes con cancer de mama triple negativo. Para el cumplimiento de este objetivo se hara un
analisis in silico, en primer lugar se hara el secuenciamiento genémico del exoma y transcriptoma
de las muestras de las pacientes provenientes del tumor y de las células mononucleares de
sangre periférica (por sus siglas en inglés PBMCs) obtenidas en la primera leucoferesis. Con la
obtencién de las secuencias gendémicas de cada paciente se podra utilizar un sistema
bioinformético GMS (por sus siglas en inglés Genoma Modeling System) desarrollado por el
Instituto de gendémica de Washinghton University. Este grupo es lider a nivel mundial en el estudio
de la inmunoterapia como base para la generacién de vacunas personalizadas contra el cancer
especificamente de melanoma. Griffith M y colaboradores en el 2015 crearon una plataforma
bioinforméatica, este sistema permite construir una flujo de trabajo (workflow) para los
requerimientos especificos de cada proyecto, de esta manera se puede especificar la herramienta
o software, version y nombre con el cual se desea trabajar segun los requerimientos del estudio.
Otra ventaja de esta herramienta es que tiene la capacidad de integrar los resultados



provenientes de secuencias de genoma completo, exoma y transcriptoma y analizarlos, esto
permite tener un panorama tanto especifico como general de la informacién [69]. La linea de
trabajo disefiada para este estudio se basara en pasos que permitan detectar mutaciones
somaticas no sinénimas para ello se utilizaran algoritmos, filtros y la eliminacién de falsos
positivos entre otras herramientas, lo que dard como resultado un analisis in silico preciso y
confiable. El workflow para GMS empezara con el alineamiento de las secuencias del exoma del
tumor y de los PBMC de cada paciente, el software que se utilizara serd BWA (version 0.5.9) [24,
70, 71]. Se hara un segundo alineamiento por medio de la herramienta Tophat 1.4 la cual permite
el mapeo para lecturas de RNA-Seq usando el alineamiento con Bowtie y posteriormente se
analiza el resultado de mapeo para identificar las uniones de empalme entre los exones. Bowtie
permite alinear de manera rapida secuencias cortas de DNA. Para el realineamiento se utilizara
Picard (version 1.46). La deteccion de mutaciones somaticas se realizara con tres herramientas,
la primera es SAMtools version 0.1.16 seguida por VarScan Somatic version 2.2.6 y la tercera:
Strelka version 1.0.10. Finalmente, se utilizara la herramienta Variant Effect Predictor (VEP), esto
nos permitird obtener una lista de variantes que incluye cambio de amino acidos y secuencia del
transcrito. Por medio de estrategias incluidas en GMS las mutaciones provenientes de la linea
germinal quedan eliminadas y de esta manera solo se obtendran las mutaciones sométicas. Una
vez identificadas las mutaciones somaticas no sindnimas se desarrollara el segundo objetivo que
es: Seleccionar mediante algoritmos predictivos el Peptido-Mutoma-Inmunogénico (PMI) para
cada paciente. La metodologia planteada se direcciona a un analisis bioinformatico automatizado
utilizando una herramienta creada por el grupo de Griffith y colaboradores (2016) de Washington
University St. Louis- que permite tener un flujo de trabajo computacional simplificado para la
identificacion de neoantigenos personalizados para cancer (personalized Variant Antigens by
Cancer Sequencing (pVAC-Seq)) [59]. En un estudio publicado por el grupo de Washington
University en el 2015 desarrollado por Carrefio y colaboradores se demuestra que esta plataforma
bioinformética pVAC-Seq junto con GMS son efectivas para la formulacién de vacunas basadas
en péptidos inmunogénicos aplicadas a cuatro pacientes con melanoma metastésico [10]. Para
seleccionar las mutaciones con alta confidencialidad y las mutaciones que se expresan en la
mayoria de células tumorales, se seleccionaran subsecuentemente variantes RNA-seg-based que
estén presentes en al menos el 20% de la frecuencia alélica y sobre-lapado con las variantes del
exome-based [13]. Esto se hara por medio del software FPKM siendo un buen método para filtrar
solo los transcriptos expresados junto con las herramientas Tophat y Cufflinks. A partir de estos
resultados se construird un archivo FASTA que consiste en dos secuencias de aminoacidos del
sitio variante: Nativo (WT) proveniente de las células PBMC y mutado identificado en las células
tumorales. Estas secuencias tendran entre 8 a 10 amino acidos (aa) que estaran flanqueando al
amino acido mutado, si la mutacion esta hacia el comienzo o final del transcripto se tomaran entre
16 a 20 amino acidos previos o posteriores a la mutacién respectivamente. Con los datos
obtenidos de GMS en formato FASTA se procedera a la construccion del workflow para pVAC-
Seq, se utilizara el software NetChop que permite la prediccion del clivaje proteosomal. Por medio
de la herramienta NetMHC3.4 o netMHCpan2.0. se realizara la prediccion de los péptidos que
tengan una alta afinidad de unién a MHC clase | (HLA-A*02:01) teniendo como parametro un
valor de union menor a <500nM [11, 70]. Se seleccionaran 17 aa con el amino acido mutado en la
mitad, region donde se encontraran los 9 amino &cidos con prediccion de union a MHC | de
<500nM validado por el programa NetMHCV3.4 [24]. Se utilizara la herramienta SMM y
SMMPMBEC para la prediccion de la significancia estadistica de datos de unién del péptido con
la molécula HLA A*02:01 (pMHC) [11]. Los filtros utilizados en este punto del proceso seran: Que
los péptidos mutantes candidatos tengan un puntaje de union menor a 500nM y que los epitopes
de unidn sean evaluadas solo para los péptidos que contienen un amino acido mutado. Estos
filtros eliminan la secuencia de los péptidos nativos que estan sobrelapados entre dos secuencias
FASTA. Para seleccionar un Unico péptido candidato como vacuna, se debe tener en cuenta la
profundidad de secuenciamiento y la fraccion de lectura que contiene la variante alélica (VAF)
esta informacion puede obtenerse con el uso de bam-readcount. La cobertura para el DNA y RNA
de las células tumorales y de las células normales es calculada junto con el VAF a partir del



alineamiento del DNA y RNA-Seq. Debido a los altos costos de manofactura de los péptidos
sintetizados con calidad GMP es de suma importancia el uso de una buena metodologia que
permita la seleccidén de los mejores neoantigenos. Uno de los filtros usados es la prediccion de
alta unién del péptido al haplotipo de interés para este estudio. Para obtener mayor rigurosidad en
la seleccion, pVAC-Seq permite el uso de los siguientes filtros: 1. Depth based filters donde se
usan parametros que eliminan variantes con una cobertura menor o igual a 5x y de las
secuencias normales un VAF mayor al 2% y segundo, filtros basados en la expresién de las
secuencias peptidicas candidatas. Es importante realizar una revision manual para reducir los
falsos positivos. La siguiente figura resume la metodologia descrita anteriormente integrando los
algoritmos a utilizar en cada paso.
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Metodologia resumida para el flujo de trabajo en GMS y pVAC-Seq desarrollado por Griffith y
colaboradores en el 2015 [69].
La hipoétesis de trabajo es que la quimioterapia puede seleccionar células tumorales con



mutaciones puntuales encontradas en el dia 0 y/o permitir la generaciéon de nuevas mutaciones
posterior a la quimioterapia. Debido a esto a partir del dia O se comenzara con el secuenciamiento
del exoma y transcriptoma lo que cronolégicamente tendra una duracion entre 3 y 6 meses,
tiempo en el que paralelamente las pacientes estardn en quimioterapia. Durante este tiempo se
tomara las muestras de una paciente que haya mostrado los mejores resultados in silico con el fin
de poner a punto la metodologia in vitro que sera explicada mas adelante. Al dia 180 momento en
el cual la neoadyuvancia termina, se obtendra una segunda leucoferesis y muestra del tumor de
la cirugia programada dentro del tratamiento de la paciente. Esto permitira el segundo analisis in
silico que permitira comparar la frecuencia de mutaciones inmunogénicas del dia 0 y el dia 180
con el fin de determinar si péptidos inmunogenicos con alta frecuencia identificados en el dia 0 se
mantienen con la misma o mayor frecuencia en las muestras del dia 180 o por el contrario
disminuy0 la seleccion de dicha mutacién. Si se obtiene el primer resultado se optara por
seleccionar el péptido identificado del dia 0 y si el péptido seleccionado del dia 0 no se encuentra
al dia 180 se tomara la secuencia peptidica con mayor potencial inmunogénico, la cual sera
seleccionada con los datos provenientes de las muestras del dia 180. Una vez se define de
manera individualizada (10 pacientes) la secuencia peptidica candidata a vacuna, esta 'y su
version nativa se mandaran a sintetizar para realizar los ensayos in vitro previamente
estandarizados. Lo que da lugar a la ejecucién del tercer objetivo que es: Comprobar la
inmunogenicidad in vitro de las epitopes dominantes. Para este set de ensayos se haran lineas
celulares de Linfocitos T CD8 purificados los cuales seran estimulados con DCs maduras
provenientes de las PBMCs del dia 0 y 180. El primer ensayo que permitira evaluar la
inmunogenicidad sera el Cytometric Bead Array (CBA - BD) el cual mide la secrecién de
citoquinas Thly Th2 humanas en los sobrenadantes de los cultivos, para ellos se tomaran LT-
CD8+ (dia 0 y 180) y DCs derivadas de monocitos (obtenidos a los dias 0 y 180) las cuales seran
pulsadas con el péptido seleccionado previo a su cocultivo con LT-CD8+ como se describe a
continuacion. En las células de este cultivo se evaluara la producciéon de de interferon gamma
intracelular en LT-CD8+ por citometria de flujo lo cual serd comparada entre los cultivos de LT-
CD8+ estimulados con DCs pulsadas con péptido mutado vs el nativo, con el fin de determinar la
especificidad de la respuesta al neo-antigeno. Expansién de Linfocitos T CD8+ Para la expansion
de LT-CD8+ se basara en la metodologia descrita por Moser y cols, [72] donde en primer lugar
se induciran células dendriticas derivadas de monocitos en 96 pozos fondo redondo en 200uL de
medio AIM-V al dia -2, los cuales se cultivaran con IL-4 (750 Ul/mL) y GM-CSF (1000UI/mL) por
24 horas. Posteriormente las células dendriticas inmaduras se pulsaran con el péptido mutado
(5uM) en presencia del coctel de citoquinas pro-inflamatorias (IFN-g, IFN-a, TNF-a, IL-1B, IL-6, y
Poly I:C) para inducir su maduracion como lo describe Bernal-est y cols [2]. Una vez obtenidas las
DCs maduras y pulsadas con los péptidos se purificaran LT-CD8+ a partir de 2x10"8 de PBMCs
crio-preservados mediante la tecnologia MACS con el kit de aislamiento para CD8+ (Miltenyi
Biotec, Germany), su pureza sera verificada mediante citometria de flujo con el fin de obtener una
pureza >95%. Los LT-CD8+ purificados se cultivaran a una razon 1:50 (DCs:LT-CD8+ - 2x10"3
DCs: 1075 LT-CD8+) en los 96 pozos que contienen las DCs maduras y pulsadas con el neo-
antigeno. Este cultivo se mantiene por 14 dias en medio de cultivo AIM-V libre de suero. Pasado
los 14 dias, el cultivo de células T sera re-estimulado nuevamente con células dendriticas
pulsadas con el péptido y cultivadas por 6 dias mas. Las citoquinas se mediran en los
sobrenadante de los cocultivos usando el kit de CBA Th1l/ Th2 para humanos siguiendo las
instrucciones del fabricante. Evaluacion de IFN- intracelular por citometria de flujo A partir de los
cultivos positivos (produccion de citoquinas TH1/Th2) por CBA en el ensayo anterior se
cosecharan las células con el fin de determinar la produccion de IFN-y intracelular en LT-CD8+.
Para esto las células se fijaran y permeabilizaran con el Kit CytoFix/Perm (BD) y se marcaran con
un anticuerpo contra IFN- fluoromarcado, la muestra sera procesada por citometria de flujo en el
equipo FACS Aria Il (BD) y analizada en Flowjo (Treestar) para determinar el porcentaje de LT-
CD8+ IFN-y +. Estos ensayos de inmunogenicidad se realizaran para las 10 pacientes empleando
las muestras del dia 0 y 180 como se muestra en el panel central del diagrama de la metodologia
de los ensayos in vitro. Debido a los altos costos para la generacién de la vacuna se escogeran



solo 5 pacientes que hayan tenido los mejores resultados tanto in silico como in vitro y que
cumplan con los criterios de seleccién para la sintesis de un péptido con calidad GMP. Estos
criterios son: 1. Una alta produccion de interferon gamma por el ensayo CBA y 2. Deteccion de
interferon gamma intracelular en linfocitos LT-CD8 en respuesta especifica al péptido mutado.
FASE CLINICA Para esta fase las 5 pacientes seleccionadas deberan firmar de manera voluntaria
un consentimiento informado correspondiente a la fase clinica del estudio, lo que permitir la
continuacion del trabajo para la realizacion del ultimo objetivo el cual es: Demostrar la
inmunogenicidad y seguridad in vivo de las epitopes mas inmunogénicas en cada paciente al ser
utilizada como vacuna sintética. La ejecucion de este objetivo, se iniciara con la sintesis de un
péptido con calidad GMP atendiendo a los lineamientos de la FDA de los Estados Unidos que se
deben seguir para el control de calidad de péptidos sintéticos que van a ser utilizados en
humanos como antigeno en una vacuna, seguido a esto, se generaran las células dendriticas
para uso clinico en area blanca y se realizara el control de calidad de maduracién y
contaminacion a estas células. Simultaneamente con el proceso de sintesis de cada péptido con
calidad GMP, se obtendran tetrameros HLA-A*02:01 fluorescentes para el respectivo péptido.
Para la produccion de las vacunas se seguirda la metodologia de Carrefio y colaboradores (2015)
[10], la primera dosis de la vacuna tendra lugar en los meses 10, 11y 12 y para el mes 11 se
tomard una muestra de sangre 50mL con el fin de hacer el inmunomonitoreo de la respuesta al
antigeno luego de las primeras tres dosis de la vacunacién. Las pacientes seran vacunadas con
seis dosis de células dendriticas (tres dosis con DCs estandar (st) seguidas de tres dosis de DC
alfa) como se describe en la figura anexa (Anexo Diagrama vacunaciéon pacientes).
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Las muestras tomadas en los dias 0, 180, 335 y 390 permitiran el inmuno-monitoreo de la
respuesta de los linfocitos T CD8+ en respuesta a la vacuna. Asi mismo permitira el analisis de la
eficacia de la vacunacion para promover la expansion de estos linfocitos circulantes en sangre
periférica. Al finalizar la vacunacion en el mes 12 se hara la ultima leucoferesis (dia 390) con el
fin de hacer un seguimiento de la respuesta inmunoldgica de la vacuna por medio de ensayos de
tetramero y andlisis de la familia de los V por citometria de flujo. La generaciéon de la vacuna se
hara en el area blanca de la Fundacion Salud de Los Andes la cual cuenta con todas las normas
de seguridad requeridas para dicho procedimiento y los investigadores a cargo de este
procedimiento cuentan con la experiencia para su produccion. Es importante resaltar que durante
todo el estudio la paciente sera monitoreada con el fin de asegurar su integridad y bienestar, esto
se lograra por medio de controles médicos periédicos para evaluar el estado general de las
pacientes y la evaluacion de los efectos adversos derivados de la vacunacion. Generacion y
formulacion de células dendriticas para uso clinico La purificacion de monocitos para esta fase del
estudio se hara con los PBMCs crio-preservados provenientes de la segunda leucoféresis y se
seguira el protocolo estandarizado (procedimiento operativo estandar - POES) por el grupo de



investigacion de la Fundacion Salud de los Andes, el cual actualmente estd desarrollando un
estudio clinico fase I, donde se ha demostrado la seguridad e inmunogenicidad de las vacunas
con células dendriticas maduras autélogas en pacientes con cancer de mama. Un total de
1.4x10"9 PBMCs obtenidos seran descongelados y sembrados por dos horas en platos de 6
pozos (2x1077/pozo) con el fin de favorecer la adhesion de monocitos. Las células no adherentes
gue corresponden a linfocitos seran retirados por medio de lavados con PBS estéril, las células
obtenidas de este procedimiento se dividiran en un grupo que se criopreservara para futuros
ensayos in vitro y el otro grupo con el cual se continuara la siembra con el fin de obtener
dendriticas maduras. Para la generacién de las dendriticas, las células adherentes se cultivaran
en medio AIM-V + IL4 y GM-CSF por 24 horas a 37°C con 5% de CO2 para la induccion a DCs
inmaduras. A partir de las DCs inmaduras se generaran dos tipos de DCs, la primera con el coctel
estandar y la segunda con el coctel alpha. Para la generacién de las DCs estandar (2d-stDCs) las
DCs inmaduras seran estimuladas con el coctel de maduracion de citoquinas pro-inflamatorias
compuesto por: TNF-a, IL-1, IL-6 y PGE2, para la generacion de las DCs alpha (2d-aDCs), una
vez los monocitos han sido diferenciados a iDCs como se mencioné anteriormente, se empleara
un coctel de citoquinas compuesto por: TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-a, IFN- y Poly-I:C. Simultdneamente
con la adicién del coctel de maduracion se pulsaran las DCs inmaduras a una concentracion final
de 5uM de péptido. Posterior a la incubacion con los cocteles de citoquinas y péptido a 37°C +
5% de CO2 durante 24 horas, las células (tanto 2d-stDCs como 2d-aDCs) seran colectadas y
crio-preservadas a una concentracion de 1077 DCs por vial para un total de 3 viales para cada
tipo de DCs producidas [2]. A las DCs obtenidas se les verificara la maduracion por medio de
citometria de flujo metodologia estandarizada por el grupo de investigacion de la FSA. Este
proceso incluye alicuotas de DC generadas las cuales se recolectaran y tefiirdn con los siguientes
anticuerpos CD209 (DC-SIGN), HLA-DR, CD14, CD80, CD86, CD83 y CCRY7 para analizar el
adecuado fenotipo de las DCs maduras (tanto 2d-stDCs como 2d-aDCs). Las DCs seran
sometidas a un control de calidad por medio de un servicio externo donde se hara prueba de
endotoxinas, tinciones con gran, micoplasma y cultivos bacterioldgicos entre otras que son
importantes para asegurar la calidad y seguridad de la vacuna. Las citoquinas y reactivos
empleados para la realizacion de la vacuna son para uso humano con calidad GMP (Cellgenix -
Alemania) y cada procedimiento se hara bajo estrictas normas de buenas practicas clinicas por
profesionales entrenados para este fin. La toxicidad de DCs inyectadas en las pacientes, sera
evaluada de acuerdo a la escala del National Cancer Institute Common Toxicity Criteria CTCAE
v4.0 (http://evs.nci.nih.gov/ftpl/CTCAE/CTCAE_4.03_2010-06-14_QuickReference_5x7.pdf,
fecha de publicacion: Mayo 28 de 2009, version actualizada 4.03 junio 2010). Vacunacion con
DCs pulsadas con el neo-antigeno La vacunacion seguira el protocolo establecido y validado por
el grupo de grupo de la FSA, las tres primeras dosis de la vacuna se haran con 2d-stDC que han
sido pulsadas con el péptido y seguido a esto se haran tres vacunaciones con 2d-aDCs. Las
células dendriticas maduradas, pulsadas con péptido y congeladas se descongelaran en cada
dosis (un crio vial por dosis) y se resuspenderan en 200uL de suero autdlogo. Las vacunaciones
se haran en los meses 10, 11y 12 seis dosis cada 15 dias (ver esquema de vacunacion anexo).
La vacuna sera administrada de manera intradérmica cerca al drenaje linfatico del seno
contralateral (teniendo en cuenta que las pacientes seran vacunadas posterior a la mastectomia o
cuadrantectomia del seno afectado). La paciente se mantendra bajo observacion médica minimo
durante 4 horas en una unidad de cuidados intermedios cada vez que le sea aplicada una dosis,
para poder detectar posibles efectos secundarios presentados luego de la transferencia. En dias
subsecuentes a la transferencia de DCs las pacientes estaran monitorizadas por consulta externa
por medicina general y en sus hogares mediante llamadas telefénicas. Este seguimiento se hace
con el fin de monitorizar no solo el estado clinico general de la paciente sino ademas la aparicion
de efectos adversos inherentes al procedimiento los cuales han sido claramente definidos en este
tipo de estudios y explicados previamente a la paciente. En caso de presentarse un efecto
adverso, este sera registrado por el médico y reportado al Comité de Etica que monitorizara el
curso de la investigacion. Evaluacion in vitro de respuesta a la vacunacion mediante tetramero y
analisis de familias de VB Con el fin de evaluar la respuesta especifica de la vacunacion de las



pacientes con las células dendriticas autdlogas pulsadas con los neo-antigenos identificados,
posterior a la ultima dosis (aproximadamente dia 375) se le realizara una ultima leucoferesis (dia
390) con el fin de tener una muestra de sangre post-vacunacion. Los PBMcs obtenidos de las
muestras de los dias 0, 180 y 390, seran descongelados para cuantificar la expansion de LT-
CD8+ especificos contra el neo-antigeno como se describe a continuacién. Por cada paciente en
un plato de 96 pozos fondo plano, se dispensaran un total de 2x1076 PBMCs en 12 pozos. En
cada pozo los monocitos presentes en los PBMCs se diferenciaran a 2d-aDcs mediante el
suplemento del medio de cultivo (AIM-V) con el coctel de citoquinas para la diferenciacion de
aDCs como se describi6é anteriormente simultaneamente con la adicion del neo-antigeno. Como
control se realizaran cultivo de PBMCs en 12 pozos paralelos que seran estimuladas con 2d-aDcs
pulsadas con el péptido de la secuencia nativa correspondiente. Adicionalmente con el coctel de
maduraciéon de 2d-aDCs, para favorecer la expansiéon y deteccion de LT-CD8+ de memoria
especificos contra el neo-antigeno, se suplementara el medio de cultivo con las citoquinas IL-7
(Ing/mL), IL-15 (1ng/mL) e IL-2 (100UI/mL). Posterior a seis dias de cultivo, las células de cuatro
de los 12 pozos se emplearan para el analisis por citometria de flujo de LT-CD8+ Tetramero+ con
una marcacion intracelular de IFN-g. los ocho pozos restantes se emplearan para la
determinacién de las 24 familias de VB en LT-CD8+ tetramero+ como lo describe Bernal-Estévez
y cols [1]. Brevemente, se marcaran los cultivos con el tetramero especifico para el neo-antigeno
por 4 horas, posteriormente las familias de VB se marcaran con el kit IOTest Beta Mark TCR VB
(Beckman Coulter) con un coctel especifico para tres familias de VB en cada tubo (A-H, 8 tubos
en total, 24 familias) y con anti-CD8 conjugado al flurocromo PE-Texas Red. El porcentaje de
cada familia de V en las células T CD8+ especificas para cada tetramero se evaluara por medio
de citometria de flujo.

RESULTADOS ESPERADOS DE LA INVESTIGACION

Se espera que con el desarrollo de este proyecto se logre:

* Implementacion de metodologias para establecer el universo de mutaciones de tumores de
cancer de mama triple negativo.

» Implementacion del uso de bio-informatica para la prediccion de epitopes altamente
inmunogénicas que presentadas en el alelo MHC clase | HLA-A*0201.

* Implementar metodologias in vitro que permita validar y seleccionar epitopes inmunogénicas.
» Demostrar la seguridad e inmunogenicidad de péptidos sintéticos utilizados como vacuna
personalizada en pacientes con cancer de mama.

» Fortalecer la movilidad internacional de profesores y estudiantes desde la Universidad Nacional
hacia las instituciones internacionales cooperantes (Louisiana State University) y de los
profesores Jovanny Zabaleta y Pedro Romero hacia la Universidad Nacional.

* Avanzar hacia la implementacion de terapias celulares e inmuno-monitoreo en pacientes con
cancer.

* Incursionar en la implementacion de programas de medicina personalizada en cancer en el
Hospital Universitario Nacional.

* Incrementar indicadores de productividad cientifica de los profesores participantes en el
Proyecto

POSIBLES EVALUADORES
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IMPACTO AMBIENTAL DEL PROYECTO

Este ensayo clinico tiene de fundamento la aplicacion a pacientes con cancer de mama triple
negativas una combinacion de células dendriticas autdlogas con péptidos sintéticos (calidad
GMP) que sean especificos para las mutaciones puntuales no sinGnimas presentes en las células
del tumor de cada paciente. Esto ha sido probado en diferentes instituciones de alto
reconocimiento mundial donde han observado que este tipo de terapias son seguras y tienen una
gran capacidad de reducir la carga tumoral de los pacientes vacunados. No obstante, por ser un
estudio de investigacion pueden presentarse efectos adversos, que por la experiencia de nuestro
grupo como de otros, son efectos limitados leves que no implicarian un efecto negativo sobre la
salud de las pacientes. En relacién con el medio ambiente todos los procesos de laboratorio para
el manejo de sustancias bioldgicas y quimicas son manejados bajo los controles de buenas
practicas de laboratorio (BPL) y Buenas practicas clinicas (BPC). Lo cual el manejo de residuos
guimicos, bioldgicos y anatomopatologicos tendra el menor impacto posible al medio ambiente. El
manejo de residuos de laboratorio se basa en las normas implementadas por el laboratorio de
Equipos Comunes de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y el area
blanca de la Fundacion Salud de los Andes.
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POSIBLES RIESGOS Y DIFICULTADES

Implementar en nuestro medio la operatividad de un gran nimero de nuevas metodologias
fundamentales para alcanzar los objetivos es uno de los importantes desafios en este proyecto.
Sin embargo confiamos que el poder contar dentro de la Universidad con profesores como el
Profesor Luis Fernando Nifio quiene cuentan con experiencia, infra-estructura de laboratorio,
equipos y miembros de sus grupo de investigacion con formacion en bio-informatica quienes han
venido desarrollando proyectos de investigacion en el area de manejo de bases de datos y de
algoritmos predictivos consideramos una importante fortaleza de este proyecto. El tener expertos
dentro de la Universidad como el Profesor Nifio nos va a posibilitad captar rapidamente las
directrices de expertos como el Profesor Robert Schireber en el centro de Genética de la
Universidad de Washington y el Profesor Jovanny Zabaleta en Louisiana Satate University
guienes son expertos en el tipo de trabajo que debemos realizar. EI componente de ensayos
inmunologicos consideramos va a reviste algunas dificultades en el tamizaje da un alto nimero de
péptido como antigenos para los linfocitos T. Confiamos que con la asesoria del Profesor Pedro
Julio Romero quien por espacio de 22 afios ha estado vinculado al Ludwig Institute for Cancer
Research en Lausana Suiza, vinculado a la Universidad de Lausana y quien es un verdadero
experto en ensayos in vitro para la caracterizacion del inmuno-fenotipo de linfocitos T anti-
tumorales como los que debemos identificar en nuestro estudio, podamos salir airosos en esta
parte. Tanto el Profesor Zabaleta como el Profesor Romero han manifestado su disposicion para
recibir a estudiantes en formacion de maestria o doctorado que se vincularan al proyecto con el
fin de facilitarnos la transferencia de tecnologia a nuestros laboratorios en Colombia. Los altos
costos de produccion de los péptidos con calidad GMP para uso humano es una importante
preocupacion para el desarrollo del estudio CLINICO debido a que por lo limitado del
presupuesto no pudimos destinar un presupuesto mayor para la compra de estos péptidos.
Desde ya hemos entrado en contacto con grupos como los del Profesor Melief en Holanda lider
en el uso de péptidos sintéticos largos (de entre 19 y 25 amino-acidos como los que sera
necesario producir en nuestro trabajo) en la inmuno-terapia con este tipo de péptidos en
pacientes con carcinoma de mama con el fin de explorar la posibilidad de lograr la sintesis de
cinco péptidos con calidad GMP necesarios para este estudio con el presupuesto que tenemos
destinado en este momento para tal fin. Finalmente teniendo en cuenta que para desarrollar el
estudio CLINICO a la luz de resolucién No 2378 de 2008 que en parte aplica para el desarrollo de
este estudio lo cual demanda que el protocolo de investigacion sea avalado y aprobada su
realizacion por el INVIMA, nos preocupa el tiempo que nos pueda demandar la iniciacion del
estudio CLINICO debido al tiempo que le pueda tomar a esta dependencia pronunciarse sobre el
particular. Nuestro temor de que esto pueda demandar por lo menos un afo es debido a que no
existen antecedentes en nuestro pais ni en paises de la region de este tipo de estudio. En
prevision de que el andlisis y aprobacion por el INVIMA pueda tomar un tiempo considerable, una
vez aprobado el proyecto por COLCIENCIAS y simultdneamente con el desarrollo del estudio



PRECLINICO el cual puede ser iniciado debido a que cuenta con el aval del Comité de Etica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia en Bogot4, daremos inicio al
proceso de radicacion del protocolo del ensayo clinico ante el INVIMA con el fin de que este sea
revisado por esta institucion. Confiamos que una vez terminado los estudios in-silico e in-vitro del
estudio PRECLINICO (mes 9-10), obtengamos la aprobacion por parte del INVIMA para poder
proceder con la fase clinica del estudio. Por las caracteristicas clinicas de las pacientes sumados
a lo restrictivo de los criterios de inclusion del estudio, es posible que la fase de reclutamiento de
las pacientes sea demorado. Para manejar lo anterior hemos previsto un periodo de 6 meses y
hemos convocado a participar a las siguientes instituciones prestadoras de salud con servicios de
oncologia con el fin de tener un mejor acceso a pacientes para el estudio: Clinica del Seno,
Hospital Universitario Nacional, Instituto Nacional de Cancerologia, Oncocare y el Hospital el
Tunal.

ENSAYO CLINICO (SI APLICA)

El presente ensayo clinico fase 1, busca vincular pacientes con cancer de mama triple-negativo
para identificar mutaciones exclusivas en células tumorales para definir péptidos inmunogénicos
los cuales seran empleados para pulsar células dendriticas (DCs) autdlogas quienes ejecutaran
su funcién de activacion del sistema inmune presentando la neo-epitope a linfocitos T CD8. Las
pacientes seran vacunadas con DCs resuspendidas en 200uL de suero autélogo via intradérmica
en seis dosis. Durante y posterior a la vacunacion las pacientes seran vigiladas con el fin de
monitorear cualquier evento adverso que pudiese ocurrir debido a la vacunacion.

Este estudio clinico sera registrado en la pagina clinicaltrials.gov, bajo la entidad de la
Universidad Nacional de Colombia.

CONSIDERACIONES ETICAS

Este proyecto representa una continuacion de los estudios clinicos que hace parte del macro-
proyecto de Terapias Biolégicas en Cancer (TEBICA) que ha venido siendo adelantado por el
Grupo de Inmunologia y Medicina Traslacional (I&MT) dirigido por el Profesor Carlos Parra
(investigador principal del presente proyecto) el cual incursiond en la fase de estudios cinicos
desde hace tres afios con un primer ensayo cinico titulado: INMUNOGENICIDAD Y SEGURIDAD
DE CELULAS DENDRITICAS AUTOLOGAS EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA
TRATADAS CON QUIMIOTERAPIA NEO-ADYUVANTE, estudio Fase I/Il desarrollado en el
marco de una alianza entre la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y la
Fundacion Salud de los Andes (FSA). Los alcances logrados por el estudio son de gran
importancia para el desarrollo tecnolégico del pais en este campo. El estudio tiene como objetivo
evaluar la inmunogenicidad y seguridad de DCs autdlogas como potenciadoras de la respuesta
inmune en pacientes con cancer de mama ductal en quimioterapia neo-adyuvante. Los resultados
de este trabajo han mostrado que las células dendriticas -producidas por nosotros en el area
blanca de la FSA - cumplen con estandares de calidad y de seguridad de DCs producidas con
fines de inmuno-terapia en pacientes con cancer ya que su administracion a pacientes con cancer
de mama en quimioterapia-neo-adyuvante hasta el momento no ha producido efectos adversos
en las pacientes vacunadas.

Debido a los buenos resultados obtenidos del uso de DCs en el estudio clinico en curso con el fin
de dar continuidad a los trabajos de INMUNOTERAPIA del cancer del grupo I&MT y de la FSA
proponemos el desarrollo del presente estudio clinico Fase | en el que se evaluara la
inmunogenicidad y seguridad de DCs pulsadas con péptidos tumorales producidos con calidad
GMP como vacuna en un grupo de cinco pacientes con cancer de mama triple negativo. Los
péptidos incorporan en su secuencia una mutacion no sinénima propia del tumor lo cual se espera
sean reconocidos como neo-antigenos extrafios por las células del sistema inmune de la



paciente. Debido a que el péptido que sera utilizado como vacuna posee una mutacion exclusiva
del tumor no codificada en la linea germinal de las células sanas, con esta estrategia
generaremos una vacuna que generara en las pacientes vacunadas una respuesta inmune
altamente especifica contra el tumor la cual se espera reconozca de manera exclusiva el tumor
como algo extrafio sin ningln impacto sobre las células sanas.

Como lo exigen las normas internacionales, los péptidos usados para pulsar las DCs autdlogas en
cada paciente de nuestro estudio deberan ser producidos en condiciones GMP (por sus siglas en
inglés Good Manufacturing Practice) para lo cual se contratara su manufactura con una entidad
fuera del pais certificada para esto por la agencia que controla la autorizacién, manufactura y
venta de alimentos, medicamentos y productos farmacéuticos en diferentes paises incluyendo
Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés Food and Drug Administration), los péptidos
deberan ser purificados por HPLC, libres de agentes bioldgicos (micro-organismos) y con
concentracion de endotoxina bacteriana, metales pesados y material residual de la sintesis
guimica de los mismos inferior al limite permitido. Lo anterior asegura que el producto a ser
utilizado sea de alta calidad y no posea ningun riesgo para su uso como vacuna. Las vacunas
basadas en péptidos para la inmunoterapia del cancer han venido siendo utilizadas en pacientes
desde hace mas de 30 afios en decenas de pacientes en humerosos estudios clinicos en EE.UU
y Europa en pacientes con diferentes tipos de tumor, en el afio 2016 un total de 60 ensayos
clinicos con péptidos como vacuna estaban registrados en el Instituto Nacional de Cancer de los
Estados Unidos [74].

El primer ensayo clinico con células dendriticas pulsadas con péptidos como vacuna fue realizado
hace 22 afios en inmunoterapia de pacientes con melanoma y hoy las DCs representan una
verdadera opcién para la inmunoterapia con péptidos personalizados de pacientes con melanoma
[10] y con otros antigenos en pacientes con tumores que no responde a terapias tradicionales
como el CMTN [17, 18]. Por afios, varios grupos de investigacion a nivel mundial han adelantado
estudios clinicos con DCs como vacuna en diferentes tipos de cancer como melanoma [10],
colorrectal [75], pancreas [26], leucemias [76], luego de lo cual se puede concluir que su uso
como vacuna en la inmunoterapia del cancer en numerosos estudios clinicos han evidenciado
gue las DCs son inmunogénicas y seguras ya que no generen efectos adversos serios [47].

En este proyecto se desarrollan distintas actividades que demandan el uso de una serie de
metodologia unas “in silico” otras de pruebas pre-clinicas en el laboratorio y finalmente la
intervencién de cinco pacientes con una vacunada personalizado con DCs pulsadas con péptidos
exclusivos de su tumor en un estudio CLINICO Fase I. El componente de estudio PRECLINICO
con 10 pacientes (dias 0 hasta el dia 300) sera seguido con la participacion de cinco de ellas en
el estudio CLINICO en el cual las pacientes seran vacunadas con seis dosis de DCs pulsadas con
péptidos entre los dias 300 y 360 del inicio del estudio PRECLINICO. Al estudio PRECLINICO se
invitaran a participar a 40 voluntarias y de ellas 10 pacientes serén incluidas en el estudio
PRECLINICO las cuales deben reunir los criterios de inclusion. Luego de 10 meses de duracién
del estudio PRECLINICO se invitaran a participar en el estudio CLINICO a las cinco pacientes de
guienes hayamos podido generar la mejor posibilidad de vacuna personalizada (ver
consentimientos informados estudios PRECLINICO y CLINICO). La participacion de las 10
pacientes en el estudio PRECLINICO inicia con la toma de una biopsia del tumor (muestra de
tumor pre-quimioterapia) y toma de leucocitos mediante procedimiento de la leuco-aféresis. Estos
dos procedimientos deberan ser realizados por lo menos 15 dias previos al inicio de la
quimioterapia. Finalizada la quimioterapia (aproximadamente dia 180 luego de iniciado el estudio
PRECLINICO), el tumor sera removido en cirugia y de este la paciente deberéa autorizar la tome
de una nueva biopsia de la pieza quirargica (tumor pos-quimioterapia). Luego de la cirugia se
realizara la toma de una segunda leuco-aféresis.

Simultdneamente, a partir del dia O se comenzaran a hacer los analisis bio-informéticos, los
cuales consisten en el uso de softwares, bases de datos ya establecidas y algoritmos, para
obtener secuencias peptidicas individualizadas cuya inmunogenicidad serd evaluada manera in-
vitro con el fin de escoger aquellos péptidos, uno por paciente, que sean Optimos para el disefio
de una vacuna para la paciente. Al dia 300 inicia el ensayo clinico donde se procede a vacunar a



cinco pacientes que acepten continuar al estudio CLINICO y cumplan con los criterios de inclusién
(ver criterios de inclusion en consentimiento informado estudio CLINICO). Seran cinco las
pacientes participantes del estudio PRECLINICO quienes podran participar en el estudio CLINICO
para lo cual deberan formalizar su participacion mediante la firma de un nuevo consentimiento
informado. La participacion de las pacientes en el estudio CLINICO comprendera la vacunacion
con seis dosis de DCs autdlogas pulsadas con el péptido exclusivo del tumor de cada paciente.
Luego de tres dosis de vacuna (administradas cada 15 dias), se tomara una nueva muestra de
sangre al dia 330 y una tercera leuco-aféresis el dia 390, 15 dias luego de la sexta y ultima dosis
de vacuna.

El estudio CLINICO evalla la inmunogenicidad y seguridad de DCs producidas con productos
ancilares en el laboratorio las cuales seran pulsadas in vitro con un péptido sintético como vacuna
personalizada. De esta forma el péptido no representa una herramienta NO FARMACOLOGICA.
El estudio CLINICO se adelantara siguiendo las normas estipuladas en el articulo 13
RESOLUCION N° 008430 DE 1993 (4 DE OCTUBRE DE 1993), TITULO Ill, CAPITULO llI,
ARTICULOS 60y 61, que establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la
investigacion de otros nuevos recursos terapéuticos (DIFERENTES A LOS
FARMACOLOGICOS), ya que el presente estudio pretende evaluar la inmunogenicidad y
seguridad de una vacuna sintética personalizada cuyo antigeno que la compone no sera
administrada directamente al paciente sino serd administrado en DCs que han sido pulsadas in
vitro con el péptido en busca que las DCs pulsadas puedan ofrecer un beneficio directo a
pacientes con cancer de mama triple negativo. Por lo anterior, segun la misma Resolucion,
TITULO II, CAPITULO I, ARTICULO 11, este estudio se clasifica en la categoria C
“Investigaciones con riesgo mayor que el minimo”.

De igual manera, el Investigador Principal responsable del estudio debera asegurar que este
estudio se lleve a cabo en completa conformidad con la revision actual de la Declaracién de
Helsinki (Helsinki, Finlandia, 1964) y las regulaciones de la US FDA Regulations, con el propésito
de brindar la mayor proteccion al paciente. La Declaracion de Helsinki es la declaracion mas
conocida de la Asociacion Médica Mundial, fue adoptada en 1964 y ha sido enmendada cinco
veces, la ultima en el afio 2000; en el 2002 se le agrego6 una nota de clarificacion al parrafo 29 y
otra al parrafo 30 en el 2004. Entendemos que la actual versién (642 Asamblea General,
Fortaleza, Brasil, octubre 2013) es la Unica oficial, todas las versiones anteriores han sido
reemplazadas y no seran utilizadas o citadas, excepto para fines histéricos.

Debido a que en el estudio clinico se utilizaran péptidos para pulsar las DCs autdlogas en cada
paciente y el péptido hace parte de la vacuna que se le suministrara al paciente, en la realizacién
de esta parte del proyecto, ademas de todas las consideraciones ya mencionadas, se debera
observar y cumplir con la norma que en materia de legislacion colombiana esta contenida en la
resolucién No 2378 de 2008 que aplica para el desarrollo de este estudio. En consecuencia, el
protocolo de investigacion debera ser sometido a evaluacién por un Comité de Etica que cuente
con aval del INVIMA (en este caso acudiremos al Comité del Instituto Nacional de Cancerologia el
cual avalo6 y aprobé el proyecto actualmente en marcha con Células Dendriticas en pacientes con
cancer de mama en terapia neo-adyuvante). De acuerdo a la resolucién 2378 este comité sera
encargado de auditar el adecuado desarrollo del estudio clinico en todos los componentes
esenciales sefialados por esta norma como son: Comité de Etica, Archivo del Investigador y el
Patrocinador. Cualquier efecto adverso serio que experimente una de las participantes dentro del
estudio sera notificado de inmediato por el Investigador Principal al Comité de Etica.

Por tratarse de un estudio clinico Fase | este no podré ser iniciado hasta tanto el protocolo
detallado no sea aproado por parte del INVIMA. Estimamos que obtener dicha aprobacién
demandara un tiempo considerable de por lo menos 1 afio, por lo cual una vez aprobado el
proyecto por COLCIENCIAS y simultaneamente con el desarrollo del estudio PRECLINICO el cual
fue avalado y aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia en Bogota, se dard inicio a ese proceso con la radicacion del protocolo del
ensayo clinico ante el INVIMA con el fin de que este sea revisado y avalado por esta institucion.
Confiamos que una vez terminado los estudios in-silico e in-vitro se tendra la aprobacion por el



INVIMA para poder proceder con la fase clinica del estudio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Es responsabilidad de los investigadores obtener el consentimiento informado escrito del paciente
(o del representante legal del paciente) luego de una adecuada explicacion de los objetivos,
métodos, beneficios anticipados y peligros potenciales del estudio, antes de que cualquier
tratamiento relacionado con el estudio sea administrado. El paciente debe recibir una copia de la
documentacion del consentimiento informado y la copia original debe ser almacenada en los
registros de la institucion, sujeta a inspeccién por representantes del patrocinador o de entes
reguladores (ver consentimientos informados anexos).

Requerimientos de documentacion pre-estudio

Los siguientes documentos son requeridos antes de que un agente en investigacion sea evaluado
en el presente estudio clinico:

Pagina firmada del protocolo aprobado.

Copia del formato de consentimiento informado aprobado.

Copia de la aprobacion de Comité de Etica y Comité de Direccién del Proyecto / Comité de ética
externo y aprobacion reguladora local, si fuese requerida para el protocolo y consentimiento
informado.

Hoja de vida del Investigador Principal y Co-Investigadores.

Rangos normales de laboratorio y documentacion de la certificacién del laboratorio.

Si es requerido, aprobacién para importar agentes en investigacion

Confidencialidad del paciente

El investigador debe asegurar de que la privacidad del paciente es mantenida. En el caso de los
formatos de reporte u otros documentos dados a un tercero ya que estrictamente hablando en
este estudio no existe un Patrocinador, los pacientes deben ser identificados por sus iniciales y un
namero de estudio de paciente, solamente. Los documentos del archivo del investigador deben
ser mantenidos por el Investigador en un archivo con estricta confidencialidad.

El investigador debera permitir al monitor del estudio clinico y en general a representantes de
entidades reguladoras revisar aquella parte(s) de los registros médicos del paciente que esta
directamente relacionada con el estudio. Como parte del contenido requerido del consentimiento
informado, el paciente debe ser informado de que sus registros seran revisados de esta manera.
Monitoria

Se entiende que un monitor y/o personal autorizado puede entrar en contacto y visitar al
investigador, y que al monitor se le permitira acceso directo a documentos y fuentes de datos
para la supervision de registro de la informacion relacionada con el ensayo, auditorias, revision
por el Comité de Etica o inspecciones reguladoras. El acceso directo se define como el permiso
para examinar, analizar, verificar, y reproducir cualquier registro y reportes que sean importantes
para la evaluacion de un ensayo clinico. Como se ha mencionado antes, se deben tener todas las
precauciones necesarias para mantener la seguridad y la confidencialidad de las identidades y de
la informacién consignada en la historia clinica de los sujetos que participan en el estudio. Es
responsabilidad del monitor inspeccionar los formatos de reportes de caso a intervalos regulares
a través del estudio para verificar la adherencia al protocolo, lo completo, exactitud y consistencia
de los datos y la adherencia a las guias de Buenas Practicas Clinicas. El monitor debe tener
acceso a cartas de los pacientes, reportes de laboratorio y otros registros de pacientes necesarios
para verificar las entradas a los formatos de reporte de caso.

Donde las reglas locales no permitan acceso directo a las fuentes de datos, el monitor verificara
entradas en los formatos de reporte de caso haciendo preguntas directas de una persona con el
acceso autorizado a las fuentes de datos. El investigador acuerda cooperar con el monitor para
asegurar que cualquier problema detectado durante el curso de estas visitas de supervision esta
resuelto.

Para efectos de la auditoria de los ensayos clinicos por monitores especializados, en el presente
trabajo se tiene contemplada la contratacion de entidades especializadas en dar este tipo apoyo a
la gestidon del proyecto de investigacion.



LICENCIAS AMBIENTALES CONSULTA PREVIA'Y CONTRATO DE ACCESO A RECURSOS
GENETICOS Y/O PRODUCTOS DERIVADOS (SI APLICA)

No aplica

CARACTER NOVEDOSO DEL PROYECTO

Desde el aflo 2014, las vacunas personalizadas como las que proponemos implementar en este
estudio son una opcion real para la inmunoterapia del cancer [6, 8, 9, 20, 57]. Ellas se basan
secuencias de aminoacidos que comprenden mutacion puntual de un aminoacido las cuales las
convierten en verdaderos neo-antigenos que pueden ser identificadas gracias a las ciencias
“omicas” y al desarrollo de métodos bioinformaticos que permiten la prediccion de epitopes
capaces de estimular la respuesta de linfocitos T [68]. En un proyecto que toma 8 semanas es
posible ir desde la identificacion del universo de mutaciones a la sintesis y vacunacién con
péptidos sintéticos con una vacuna personalizada en pacientes con cancer (comunicacion
personal del Profesor Robert D. Schreiber en la Universidad de Washington en Saint Louis lider
en la implementacion de este tipo de vacunas). En el marco de un convenio de cooperacion
firmado por el investigador Principal de este proyecto por la Universidad Nacional de Colombia 'y
el Profesor Emil Unanue nuestro interlocutor del Programa de Inmunologia de la Universidad de
Washington en Saint Louis (ver convenio anexo), tenemos la posibilidad contar con el apoyo del
Profesor Schreiber como consultor en este proyecto (ver carta anexa).

En contraste con lo intentado hasta ahora, los neo-péptidos que se persiguen identificar en este
trabajo son verdaderos neo-antigenos tumorales para los cuales los linfocitos T del paciente no
son tolerantes. Este proyecto es una apuesta a la validacion de la utilidad de las vacunas
sintéticas basadas en péptidos de 19 a 25 aminoacidos para controlar tumores. Los algoritmos
utilizados en la aproximacion experimental propuesta por nosotros han demostrado en otros
trabajos que posibilita la seleccién dentro de los neo-antigenos tumorales epitopes cuya
preservacion a la actividad del proteosoma y de alta afinidad por la molécula HLA-A*02:01 esta
asegurada y que por su longitud incorpora la posibilidad de generar tanto linfocitos T CD8+ como
linfocitos T CD4+ Utiles en para el control de tumores como melanoma demostrado recientemente
Schumacher y col., utilizando este tipo de vacunas [8].

La eficacia de DCs como adyuvante natural individualizado en vacunas terapéuticas contra el
cancer ha sido discreta, sin embargo, por su importancia como adyuvante natural, en nuestro
laboratorio hemos dedicado importantes esfuerzos orientados a mejorar la inmuno-competencia
de estas células. Con el apoyo de la Fundacion Salud de los Andes (entidad del sector privado
gue apoya el desarrollo del presente proyecto) hemos podido poner a punto la generacién en
condiciones de buenas practicas clinicas y de laboratorio la produccion para uso en
inmunoterapia de dos tipos de DCs, una de las cuales tiene la capacidad de estimular linfocitos T
de memoria con caracteristicas (stem) y la otra en generar respuestas de linfocitos T efectoras
con importante actividad anti-tumoral [43].

Actualmente adelantamos el primer estudio clinico de inmunoterapia en cancer con DCs el cual
nos ha permitido demostrar que las DCs producidas son seguras e inmunogénicas. Nosotros las
hemos utilizado con éxito para hacer estimulacion primaria de linfocitos T virgenes contra
antigenos tumorales in vitro de personas sanas, algo que ya se esta explorando con propésitos
de inmunoterapia en pacientes con melanoma [20]. Por lo anterior, en el caso que no logremos
rescatar de ninguna de las epitopes predichas linfocitos T CD8 especificos en las pacientes,
tratariamos de obtener in vitro linfocitos T anti-tumorales especificos para las neo-epitopes. Una



vez demostrado que el repertorio de células virgenes de estas pacientes posee linfocitos T
especificos contra las epitopes predichas, estaria indicada su vacunacion con estas epitopes en
busca de que con la vacunacion logremos demostrar el repertorio de linfocitos T virgenes
especificos para la epitope predicha expanda en estas pacientes.

En este contexto confiamos que con nuestra idea de vacunar a las pacientes luego de haber
completado seis meses de terapia neo-adyuvante estamos permitiendo que los linfocitos T anti-
tumorales especificos contra los neo-antigenos que utilizaremos como vacuna, una vez liberados
de la supresion como resultado de la quimioterapia neo-adyuvante, nos va a permitir expansion
eficiente de estos linfocitos anti-tumorales de manera eficiente facilitandonos su deteccién y el
monitoreo de su fenotipo anti-tumoral durante y luego de la vacunacién (cuarto objetivo especifico
de este trabajo).

Por todo lo anterior consideramos que las metodologias que van a ser utilizadas para obtener
vacunas sintéticas personalizadas y que perseguimos implementar en este trabajo requiere el
desarrollo de metodologias robustas de ciencias 6micas y de bio-informatica en la frontera del
conocimiento que representan un importante desafio para nosotros. Sin embargo, confiamos que
con la participacion de co-investigadores (Profesor Jovanny Zabaleta y Luis Fernando Nifio) y la
interlocucion con los Profesores Pedro Romero quien es lider en el campo de vacunacion con
péptidos en pacientes con cancer y Robert D. Schreiber, pionero de las vacunas personalizadas
en cancer [7] como consultores (ver sendas cartas de intencidn anexas), esta a nuestro alcance el
poder desarrollar este ambicioso proyecto en Colombia. Si se tiene en cuenta (i) el desafio que
representa implementar por nosotros en Colombia este tipo de vacunas como alternativa
terapéutica para un tumor como el de pacientes con CMTN; (ii) el grupo selecto de Profesores
investigadores convocados quienes cuentan con las credenciales necesarias para ejecutar y
asesorar el desarrollo de un proyecto de esta naturaleza y (iii) la incursion en las lides de la
inmunoterapia de cancer desde hace ya 8 afios, consideramos que estamos frente a una
oportunidad histérica de poder llevar a cabo este proyecto en la frontera del conocimiento para el
bien de las pacientes con cancer de Colombia y de la region.

DEFINICION Y APROXIMACION AL MERCADO

En este proyecto proponemos la implementacion de potentes metodologias bio-informaticas para
la deteccion del universo de mutaciones de un tumor y para el disefio de vacunas personalizadas
hechas a la medida de cada paciente en pacientes con cancer de mama triple negativas (CMTN),
un tumor que debido a su inestabilidad genética posee alta tasa de mutaciones, alto nivel de
recaidas y en el que por cerca de 50 afios no ha habido avances significativos en su manejo y
tratamiento. El lograr la implementacion de la metodologia necesaria para implementar el disefio
y produccion de vacunas sintéticas personalizadas como estrategia de inmunoterapia en
pacientes con este tipo de cancer - lo cual no ha sido realizado por ningun grupo de investigacion
hasta ahora - posicionaria al pais en la frontera del conocimiento en este tipo de investigacion
aplicada. Por la efectividad de los métodos bio-informaticos que seran utilizados consideramos va
a ser posible identificar varios péptidos en cada paciente con capacidad de inducir respuestas
anti-tumorales potentes en las pacientes vacunadas. Si bien el impacto de este tipo de vacunas
en la respuesta clinica de largo plazo no podra ser valorado por las caracteristicas del presente
estudio (estudio clinico Fase | en que se evalla inmunogenicidad y seguridad de las vacunas
producidas en un periodo de tres afios), el estandarizar toda una serie de metodologias
necesarias para obtener dichas vacunas haria posible su produccion a escala de mercado en un
futuro cercano con posibilidad de mercado muy amplias para pacientes con CMTN Colombianas y
de paises de la region susceptible de ser aplicada metodologia para producir vacunas
personalizadas contra cualquier tumor.



La aplicacion de vacunas personalizadas luego del tratamiento por seis meses con quimioterapia
neo-adyuvante con Doxorrubicina, Ciclofosfamida seguido por Taxanos en las pacientes lo
consideramos una verdadera fortaleza de nuestro estudio por las siguientes razones: (i) este
régimen de quimioterapia es de muy bajo costo y es popularmente utilizado para el manejo de
estas pacientes en la clinica quienes suelen dar respuestas patoldgicas objetivas en el corto plazo
pero que desafortunadamente recaen rapidamente; (ii) evidencias del trabajo en nuestro
laboratorio demuestran que contrario a la creencia del efecto inmuno-supresor de estos agentes
de quimioterapia administrada de manera neo-adyuvante tiene un potente efecto inmuno-
estimulador de la respuesta inmunoldgica contra el tumor [1] y (Parra-Lopez C. 2017 EMJ
Reviews 2017 - sometido); (iii) por la alta tasa de mutaciones consideramos que muy
probablemente la identificacion de neo-epitopes en el cancer de mama triple negativa va a tener
un alto rendimiento en la identificacion de neo-antigenos capaces de estimular eficientemente a
los linfocitos T anti-tumorales en las pacientes vacunadas pos-quimioterapia. Por todo lo anterior,
es muy posible que por el papel inmuno-estimulador de la respuesta inmune de la quimioterapia
haga que la vacunacion luego de la quimioterapia con estas vacunas personalizadas favorezca la
expansion de linfocitos anti-tumorales de memoria que disminuyan el riesgo de recaidas y la
enfermedad sistémica con metastasis en estas pacientes.

Consideramos que la vacunacion luego de la quimioterapia representa una estrategia innovadora
gue obvia los altos costos de herramientas comerciales disponibles que son utilizadas
concomitantemente con vacunas en otros tumores para restablecer la vigilancia de los tumores y
la respuesta a las vacunas pero que son prohibitivamente costosos como lo son los anticuerpos
anti-CTLA4; anti-PD1 y anti-PDL1. La utilizacion luego de la quimioterapia del tipo de vacuna
como las que seran generadas en este estudio para la inmunoterapia de cancer consideramos
podria significar un nuevo uso para viejos agentes de quimio-terapia en el que su uso combinado
con estas vacunas signifigue una verdadera revolucion en el campo de la inmunoterapia con la
cual se pudiese disminuir la alta tasa de morbi-mortalidad de tumores como el CMTN que
representa el 20% de los casos de cancer de mama pero a su vez de otros tumores en los que la
terapia neo-adyuvante con estos farmacos es ampliamente utilizada. El implementar entre
nosotros la metodologia necesaria para obtener estas vacunas tendria un importante impacto no
solo en el manejo del CMTN en mujeres cada vez mas jévenes sino de otros tumores de mal
pronéstico como los tumores de cabeza y cuello, cancer de pulmén, de es6fago, pancreas y
glioblastoma los cuales si bien no son los mas frecuentes en nuestro pais los pacientes con estas
patologias si estan a la espera de alternativas de tratamiento que mejoren no solo sus
expectativas de vida libre de enfermedad luego de la quimioterapia con estos farmacos sino
ademas de tratamientos mas altamente especificos como lo son las vacuna individualizadas que
les brinde una mejor calidad de vida a estos pacientes durante su tratamiento.

PROPIEDAD INTELECTUAL

El manejo de propiedad intelectual de los resultados obtenidos con el desarrollo del presente
proyecto se basa en el acuerdo de propiedad intelectual previamente firmado por las entidades
participantes (ver anexo — propiedad intelectual).

Impactos

Tipo Impacto Descripcién Afio Esperado

IMPACTOS Con los resultados obtenidos al final de todo el proyecto, esperamos
REGIONALES estandarizar el reconocimiento de neo-epitopes en Colombia y con esto 2022




impactar los protocolos de tratamiento contra el cancer en la ciudad de
Bogota.
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Nacimiento:

Pais: Suiza Email: Pedro.Romero@hospvd.c

Tipo Documento:

CEDULA DE CIUDADANIA

NUumero Documento:

h
123456



Funcién en el

asesor internacional en el uso de peptidos sintéticos como vacuna en pacientes con cancer

Proyecto:

Duracion H.oras 2 NUmero de Meses: 36

Semanales:

Entidad: UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

Vinculacion ESTUDIANTE DOCTORADO

Proyecto:

Nombres: PhD

Primer Apellido: Estudiante 1 Segundo Apellido:

Género: Femenino Fecha_de ) 2009-01-01
Nacimiento:

Pais: Colombia Email: gztudlantephdl@unal.edu.

Tipo Documento: CEDULA DE CIUDADANIA Nimero Documento: 12345678

Funcion en el

Proyecto:

Duracion H.oras 30 Ndmero de Meses: 36

Semanales:

Entidad: UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

Vinculacion ESTUDIANTE MAESTRIA

Proyecto:

Nombres: Maestria

Primer Apellido: Estudiante 1 Segundo Apellido:

Género: Femenino Fecha'de ] 2009-01-01
Nacimiento:

Pais: Colombia Email- estudiantelmaestria@unal

.edu.co

Tipo Documento: CEDULA DE CIUDADANIA Numero Documento: 1234567890

Funcion en el

Proyecto:

Duracion Hpras 30 NUmero de Meses: 36

Semanales:

Entidad: FUNDACION SALUD DE LOS ANDES

Vinculacion COINVESTIGADOR

Proyecto:

Nombres: DAVID ANDRES

Primer Apellido: BERNAL Segundo Apellido: ESTEVEZ

Género: Masculino Fecha_de ) 1982-01-01
Nacimiento:

Pais: Colombia Email: dbernal.investigacion@sal

Tipo Documento:

Funcién en el
Proyecto:

Duracién Horas

CEDULA DE CIUDADANIA

Ndimero Documento:

uddelosandes.com

80184109

Procesamiento de aféresis, inmuno-monitoreo, analisis por citometria de flujo, analisis de
resultados, analisis estadisticos, redaccion de informes, escritura de manuscritos.

13

Ndmero de Meses:

36



Semanales:

Entidad:

Vinculacion
Proyecto:

Nombres:

Primer Apellido:

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
ESTUDIANTE PREGRADO

Pregrado

Estudiante 1 Segundo Apellido:

Género: Femenino Fecha_de ] 2009-01-01
Nacimiento:

Pais: Colombia Email: eatudiantel@unal.edu.co

Tipo Documento: CEDULA DE CIUDADANIA Numero Documento: 123456789

Funcién en el

Proyecto:

Duracion H.oras 20 NUmero de Meses: 36

Semanales:

Entidad: UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

Vinculacion ESTUDIANTE PREGRADO

Proyecto:

Nombres: Pregrado

Primer Apellido: Estudiante 2 Segundo Apellido:

Género: Masculino Fecha_de ) 2009-01-01
Nacimiento:

Pais: Colombia Email: eatudiante2@unal.edu.co

Tipo Documento: CEDULA DE CIUDADANIA Numero Documento: 1234567891

Funcién en el

Proyecto:

Duracion H.oras 20 NUmero de Meses: 36

Semanales:

Entidad: UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

Vinculacion ASESOR INTERNACIONAL

Proyecto:

Nombres: JOVANNY

Primer Apellido: ZABALETA Segundo Apellido:

Género: Masculino Fecha-de ) 2009-01-01
Nacimiento:

Pais: Estados Unidos Email: jzabal@Ilsuhsc.edu

Tipo Documento:

Funcién en el
Proyecto:

Duracién Horas
Semanales:

CEDULA DE CIUDADANIA

2 NUmero de Meses:

Ndimero Documento:

1234567

36

Entidad:

Vinculacion
Proyecto:

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

COINVESTIGADOR



Nombres:

RAFAEL ENRIQUE

Primer Apellido: TEJADA Segundo Apellido: CABRERA

Género: Masculino Fecha-de ) 2009-01-01
Nacimiento:

Pais: Colombia Email: rafaeltejadacabrera@gmail

.com

Tipo Documento: CEDULA DE CIUDADANIA Numero Documento: 8705450

Funcién en el

Proyecto:

Duracion H.oras 2 Numero de Meses: 36

Semanales:

Entidad: SUBRED INTEGRADA DE SERVICIOS DE SALUD SUR ESE

Vinculacion COINVESTIGADOR

Proyecto:

Nombres: ANA MARIA

Primer Apellido: MEJIA Segundo Apellido: MUNERA

Género: Femenino Fecha_de ] 2009-01-01
Nacimiento:

Pais: Colombia Email: %namarlamejla@gmall.co

Tipo Documento: CEDULA DE CIUDADANIA Numero Documento: 43616220

Funcion en el

Proyecto:

Duracion H.oras 2 Nimero de Meses: 36

Semanales:

Entidad: UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

Vinculacion ESTUDIANTE MAESTRIA

Proyecto:

Nombres: Maestria

Primer Apellido: Estudiante 2 Segundo Apellido:

Género: Masculino Fecha-de ) 2009-01-01
Nacimiento:

Pais: Colombia Email: estudiante2maestria@unal

.edu.co

Tipo Documento: CEDULA DE CIUDADANIA Numero Documento: 2123456789

Funcién en el

Proyecto:

Duracion H.oras 30 Numero de Meses: 36

Semanales:

Entidad: FUNDACION SALUD DE LOS ANDES

Vinculacion COINVESTIGADOR

Proyecto:

Nombres: MAUREN ANDREA

Primer Apellido: ORTIZ Segundo Apellido: BARBOSA

Género: Femenino Fecha de 1986-01-06



Pais:

Tipo Documento:

Funcién en el

Colombia
CEDULA DE CIUDADANIA

Nacimiento:

Email:

NUumero Documento:

maaortizba@unal.edu.co
1010163997

Proyecto:

Duracion H.oras 20 NUmero de Meses: 36

Semanales:

Entidad: SUBRED INTEGRADA DE SERVICIOS DE SALUD SUR ESE

Vinculacion COINVESTIGADOR

Proyecto:

Nombres: JOSE NESTOR

Primer Apellido: SUAREZ Segundo Apellido: SUAREZ

Género: Masculino Fechade 2009-01-01
Nacimiento:

Pais: Colombia Email: js.nestor@gmail.com

Tipo Documento:

Funcién en el

CEDULA DE CIUDADANIA

Ndimero Documento:

19365283

Proyecto:
Duracion H.oras 2 NUmero de Meses: 36
Semanales:
Entidad: SUBRED INTEGRADA DE SERVICIOS DE SALUD SUR ESE
Vinculacion COINVESTIGADOR
Proyecto:
Nombres: RENE ALEJANDRO
Primer Apellido: BURGOS Segundo Apellido: ALARCON
Género: Masculino Fecha'de ] 2009-01-01
Nacimiento:
Pais: Colombia Email: ren_ealejandroburgos@hot
mail.com
Tipo Documento: CEDULA DE CIUDADANIA Nimero Documento: 19325276
Funcién en el
Proyecto:
Duracion H.oras 2 NUmero de Meses: 36
Semanales:
Cronograma

Tamizaje pacientes que cumplan criterios de

inclusion (40) Meses
2 Proceso de vinculacion de pacientes (10) 1 11 Meses
3 Comprobacién criterios de inclusién 1 11 Meses

4 Firma consentimiento informado 1 11 Meses



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

Realizacion de examenes de laboratorio

Tipificacion fina de HLA

1. Leucoféresis

Biopsia (trucut)

Quimioterapia esquema A/C

Servicio secuenciamiento exoma/Transcriptoma

Depuracién base de datos secuencias

Deteccion de mutaciones puntuales

Identificacion de epitopes

Andlisis de clivaje

Caracterizacion de union de epitopes a HLA

Determinacion de epitopes candidatas

Generacién de DCs y congelacion

Generacion linea células LT-CD8

Andlisis in vitro respuesta inmune

Seleccion pacientes (5) fase clinica

2. Leucoféresis

Muestra de tejido cirugia

Servicio secuenciamiento exoma

Generacién de DCs y congelacion

Generacion linea células LT-CD8

Analisis in silico

Analisis in vitro

Servicio sintesis de péptidos (GMP)

Produccién vacunas sinteticas personalizadas

Vacunacion de pacientes

Evaluacion efectos adversos y evolucion

Muestra de sangre

3. Leucoféresis

Inmunomonitoreo

Analisis in vitro

Informe técnico y financiero de avance

Escritura de manuscritos

12

12

12

15

12

15

15

15

16

15

17

26

12

12

12

32

11

13

13

11

14

16

16

17

18

18

18

18

16

17

20

17

17

17

17

20

22

22

23

23

23

23

35

27

30

34

34

15

36

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses

Meses



Vinculacion de estudiantes y desarrollo de tesis de

17

17

33

36

22

22

36

Meses

Meses

Meses

Meses

_ Contrapartida en Efectivo Contrapartida en Especie Valor Total

Rubros Entidad

Entidad: FUNDACION SALUD DE LOS ANDES

38 doctorado / Maestrias
39 Divulgacion de resultados (Posters o presentacion
oral)
40 Pasantias a universidades e institutos internacionales
41 Informe final
Rubro
CONSULTORIAS
ESPECIALIZADAS, $ 10.000.000
ESTUDIOS DE VIGILANCI
EQUIPOS $ 15.000.000
GASTOS DE OPERACION $ 33.360.000
MATERIALES E INSUMOS $ 166.000.000
PERSONAL CIENTIFICO $0
PUBLICACIONES $ 5.000.000
SERVICIOS TECNICOS $ 345.000.000
VIAJES $ 25.000.000
$ 599.360.000

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0
$0

$535.004.736

$200.000.000

$ 735.004.736

$10.000.000

$ 15.000.000

$ 33.360.000

$ 166.000.000

$535.004.736

$5.000.000

$ 545.000.000

$ 25.000.000
$ 1.334.364.736

Rubro Descripcion | Justificacion | _. Entla Financiado % Efectivo % Especie % Valor Total
Financiadora

DAVID
PERSONAL  ANDRES
CIENTIFICO BERNAL

ESTEVEZ

MAUREN
PERSONAL  ANDREA
CIENTIFICO ORTIZ

BARBOSA
Uso area
blanca para
generacion de

SERVICIOS calulas

TECNICOS .
dendriticas
para uso en
humanos

TOTAL

Procesamiento
de aféresis,
inmuno-
monitoreo,
analisis por
citometria de
flujo, analisis
de resultados,
andlisis
estadisticos,
redaccion de
informes,
escritura de
manuscritos.

COLCIENCIAS

COLCIENCIAS

Se requiere de
un area con
calidad para el
cultivoy
diferenciacion
de células
dendriticas
autélogas para
su posterior
uso en las
vacunas de las
pacientes

COLCIENCIAS

$0

$0

$0

$0

Entidad: SUBRED INTEGRADA DE SERVICIOS DE SALUD SUR ESE

$0

$0

$0

$0

0 $90.720.000

0 $ 176.904.000

0 $ 120.000.000

$ 387.624.000

100 $90.720.000

100 = $176.904.000

100 $ 120.000.000

$ 387.624.000



PERSONAL
CIENTIFICO

PERSONAL
CIENTIFICO
PERSONAL
CIENTIFICO

TOTAL

RENE
ALEJANDRO
BURGOS
ALARCON

ANA MARIA MEJIA

MUNERA
JOSE NESTOR
SUAREZ SUAREZ

COLCIENCIAS $0 0

COLCIENCIAS $0 0

COLCIENCIAS $0 0
$0

Entidad: UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

CONSULTORIAS

ESPECIALIZADAS, Consultoria

ESTUDIOS DE
VIGILANCI

EQUIPOS

GASTOS DE
OPERACION

MATERIALES E
INSUMOS

MATERIALES E
INSUMOS

MATERIALES E
INSUMOS

MATERIALES E
INSUMOS

MATERIALES E
INSUMOS

MATERIALES E
INSUMOS

PERSONAL
CIENTIFICO

PERSONAL

especializada

Estaciones de
trabajo

Gastos de
operacion (6% del
total solicitado)

Kit para
procesamiento de
leucaferesis por el
cual se toma la
muestra de sangre
previo y posterior a
la quimioterapia de
10 pacientes (total
de 20 aféresis)

Medios de cultivo y
separacion celular

Kits de anticuerpos
para citometria de
flujo

CBA para
citoquinas
humanas Th1/Th2

Material plastico
esteril desechable
para cultivo in vitro

Citoquinas GMP
para generacion de
Células Dendriticas

RAFAEL ENRIQUE
TEJADA
CABRERA
RAMIRO

Consultoria del Dr.

Pedro Romero,

experto en

inmunoterapia de COLCIENCIAS
cancer y
vacunacion con
peptidos sinteticos
Equipos de
cémputo con
sistema Linux o
Mac para analisis
genémico y
bioinformatico para
la deteccion de
mutaciones Unicas
no sinénimas

Este es el costo de
operacion por parte
de la Universidad COLCIENCIAS
Nacional de

Colombia

Se requiere de la

compra de los kit

sellados y estériles

de leucaferesis

para la obtenciéon COLCIENCIAS
de grandes

cantidades de

células en un poco

voliimen de sangre.

Medio de cultivo

AIM-V calidad

GMP, ficoll para

purificacion de

celulas COLCIENCIAS
mononucleares de

sangre periferica y

medios de lavado

GMP

caracterizacion del

fenotipo de células

por citometria de

flujo (activacion, COLCIENCIAS
especificidad -

tetrameros-,

memoria)

Kit de

cuantificacion de

citoquinas

humanas por

método de CBA

(citometria de fI_UJo) COLCIENCIAS
para la evaluacion

de la activacion de

células en

respuesta a los

peptidos

personalizados

Material necesario

para

procesamiento

estéril de muestras

de sangre y tejido COLCIENCIAS
para obtencién de
células y DNA/RNA
para
secuenciacion.

Se requiere de la
compra de
citoquinas calidad
GMP para uso en
humanos con el fin
de inducir y
madurar células
dendriticas
autélogas las
cuales serviran
como adyuvantes
propios para la
presentacion de los
péptidos con las
mutaciones
puntuales del
tumor.

$10.000.0000 100

COLCIENCIAS $15.000.000 100

$33.360.0000 100

$35.000.000 100

$18.000.0000 100

$39.000.0000 100

$13.000.0000 100

$20.000.0000 100

COLCIENCIAS $41.000.000 100

COLCIENCIAS $0 0

COLCIENCIAS $0 0

$0

$0

$0
$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$4.754.880

$ 27.360.000

$9.766.080
$41.880.960

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$ 25.669.920

$ 25.916.928

Justificacio . S Financiado % Efectivo ecie % Valor Total
Financiadora

100 $ 4.754.880
100 $ 27.360.000
100 $9.766.080

$41.880.960

Justificacion | _. Em' Financiado % Efectivo Especie % Valor Total
Financiadora

0 $10.000.000
0 $ 15.000.000
0 $ 33.360.000
0 $ 35.000.000
0 $18.000.000
0 $39.000.000
0 $ 13.000.000
0 $20.000.000
0 $41.000.000
100 $ 25.669.920

100 $25.916.928



CIENTIFICO

PERSONAL
CIENTIFICO

PERSONAL
CIENTIFICO

PUBLICACIONES

SERVICIOS
TECNICOS

SERVICIOS
TECNICOS

SERVICIOS
TECNICOS

SERVICIOS
TECNICOS

SERVICIOS
TECNICOS

SERVICIOS
TECNICOS

SERVICIOS
TECNICOS

VIAJES

SANCHEZ
RAMIREZ
CARLOS
ALBERTO PARRA
LOPEZ

LUIS FERNANDO
NINO VASQUEZ

Pago de los
derechos de
publicacion de
articulo en revista
internacional
indexada

Sintesis de
tetrdmeros HLA-
A*02:01

Servicio de
secuenciacion
exomay
transcriptoma

Servicio de
laboratorio de
equipos comunes

Sintesis de
péptidos pre-
clinicos

Servicio de
Citometria de flujo

Tipificacion en alta
resolucién de los
alelos HLA

Sintesis de
péptidos GMP

Congreso
internacional

COLCIENCIAS
COLCIENCIAS
Se requiere del
pago de los
derechos de
publicacion para COLCIENCIAS

los articulos que se

deriven del

desarrollo del

estudio clinico

Sintesis de un

tetrdmero

especifico para

cada uno de los

peptidos

identificados con el

fin de poder hacer COLCIENCIAS
seguimiento y
caracterizacion de
linfocitos T
especificos contra
el peptido
especifico.

Se requiere del
pago de los
servicios de
secuenciacion del
exomay
transcriptoma de
las muestras
tumorales y de
sangre (control)
tanto antes como
despues de la
quimioterapia.
Pago por servicios
de los equipos
pertenecientes al
laboratorio de
quipos comunes de
la facultad de
medicina de la
Universidad
Nacional de
Colombia

Sintesis quimica de
las secuencias de
peptidos
candidatas COLCIENCIAS
identificadas en las

mutaciones de

cada una de las

pacientes

Analisis

multidimensional

de marcadores de COLCIENCIAS
respuesta inmune
(inmuno-monitoreo)
Se requiere de la
confirmacion de la
presencia del alelo
especifico HLA-
A*02:01 en las
pacientes
participantes para
la selecci6n de los
peptidos
candidatos.
Sintesis quimica de
peptidos con
calidad GMP para
uso en humanos
los cuales seran
empleados para
pulsar las células
dendriticas
autdlogas y su
posterior
vacunacion via
intradérmica
Participacion de
dos personas a
congresos
|nterr_1aC|onaIes COLCIENCIAS
relacionados con el

ensayo clinico con

el fin de presentar

resultados

COLCIENCIAS

COLCIENCIAS

COLCIENCIAS

COLCIENCIAS

Detalles Rubros

Cuadro: CONSULTORIAS ESPECIALIZADAS

$0

$0

$5.000.000

$19.000.000

$ 88.000.000

$29.000.000

$48.000.000

$8.000.000

$ 15.000.000

$ 138.000.000

$ 25.000.000

$599.360.000

100

100

100

39

100

18

100

100

100

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$139.662.720

$ 34.250.208

$0

$0

$0

$ 45.000.000

$0

$ 35.000.000

$0

$0

$0

$305.499.776

100

100

$139.662.720

$34.250.208

$ 5.000.000

$19.000.000

$88.000.000

$ 74.000.000

$48.000.000

$ 43.000.000

$15.000.000

$138.000.000

$ 25.000.000

$904.859.776

Descripcion Justificacion Proveedor Entidad Financiado Efectivo Especie Valor Total



Consultoria del Dr.
Pedro Romero,

Consultoria _experto en UNIVERSIDAD

especializada inmunoterapia de NACIONAL DE $ 10.000.000 $0 $0 $ 10.000.000
cancery COLOMBIA
vacunacion con
peptidos sinteticos

$ 10.000.000 $0 $0 $10.000.000

Cuadro: EQUIPOS

Equipos de computo
con sistema Linux o
Mac para andlisis

enomico UNIVERSIDAD
Estaciones de trabajo gen Y NACIONAL DE $ 15.000.000 $0 $0 $ 15.000.000
bioinformatico para la
- COLOMBIA
deteccion de
mutaciones Unicas no
sin6nimas
$ 15.000.000 $0 $0 $ 15.000.000

Cuadro: GASTOS DE OPERACION

Descripcion Justificacion Proveedor [SGED Financiado Efectivo Especie Valor Tota

Este es el costo de

Gastos de operacién  operacion por parte de Egggﬁiﬁég $33.360.000 $0 $0 $ 33.360.000
(6% del total solicitado) la Universidad Nacional R e
- COLOMBIA
de Colombia
TOTAL] $ 33.360.000 $0 $0 $ 33.360.000

Cuadro: MATERIALES E INSUMOS

Descripcion Justificacion Proveedor [SGED Financiado Efectivo Especie Valor Tota

caracterizacion del
fenotipo de células por

Kits de anticuerpos citometria de flujo UNIVERSIDAD
N N . R NACIONAL DE $39.000.000 $0 $0 $ 39.000.000
para citometria de flujo (activacion,
L COLOMBIA
especificidad -
tetrameros-, memoria)
Se requiere de la
compra de citoquinas
calidad GMP para uso
en humanos con el fin
de inducir y madurar
Citoquinas GMP para  células dendriticas UNIVERSIDAD
generacion de Células autdlogas las cuales NACIONAL DE $ 41.000.000 $0 $0 $ 41.000.000
Dendriticas servirdn como COLOMBIA
adyuvantes propios
para la presentacion de
los péptidos con las
mutaciones puntuales
del tumor.
Kit para procesamiento Se requiere de la
de leucaferesis por el  compra de los kit
cual se toma la muestra sellados y estériles de
de sangre previo y Ieucafere);is para la UNIVERSIDAD
: L NACIONAL DE $ 35.000.000 $0 $0 $ 35.000.000
posterior a la obtencién de grandes
o N . A COLOMBIA
quimioterapia de 10 cantidades de células
pacientes (total de 20  en un poco volumen de
aféresis) sangre.
Material necesario para
Material plastico esteril z;or:]eusgggzoees;im UNIVERSIDAD
desechable para cultivo %€ are NACIONAL DE $20.000.000 $0 $0 $ 20.000.000
in vitro y teuf:lo para obtencién COLOMBIA
de células y DNA/RNA
para secuenciacion.
Medio de cultivo AIM-V
li MP, ficoll par;
Medios de cultivo y ;ﬁri?iig\c?on dye EZIUIF:;a UNIVERSIDAD
separacion celular mononucleares de NACIONAL DE $ 18.000.000 $0 $0 $ 18.000.000
T COLOMBIA
sangre periferica y
medios de lavado GMP
Kit de cuantificacion de
citoquinas humanas por
método de CBA
CBA para citoquinas (citometria de fllujo) UNIVERSIDAD
humanas Th1/Th2 para la evaluacion de la NACIONAL DE $ 13.000.000 $0 $0 $ 13.000.000
activacion de células en COLOMBIA
respuesta a los
peptidos
personalizados
$ 166.000.000 $0 $0 $ 166.000.000

Cuadro: PERSONAL CIENTIFICO

Descripcion Justificacion Proveedor [SIGED Financiado Efectivo Especie Valor Tota

UNIVERSIDAD
-'?QJF:,E k 52;'%,5 NACIONAL DE $0 $0 $ 25.669.920 $ 25.669.920
COLOMBIA
UNIVERSIDAD
Eﬁm:EQZSANCHEZ NACIONAL DE $0 $0 $25.916.928 $ 25.916.928
COLOMBIA
UNIVERSIDAD
CARLOS ALBERTO
PARRA LOPEZ NACIONAL DE $0 $0 $139.662.720 $139.662.720

COLOMBIA



LUIS FERNANDO
NINO VASQUEZ

ANA MARIA MEJIA
MUNERA

JOSE NESTOR
SUAREZ SUAREZ

RENE ALEJANDRO
BURGOS ALARCON

DAVID ANDRES
BERNAL ESTEVEZ

MAUREN ANDREA
ORTIZ BARBOSA

TOTA

Cuadro: PUBLICACIONES

Procesamiento de
aféresis, inmuno-
monitoreo, andlisis por
citometria de flujo,
analisis de resultados,
analisis estadisticos,
redaccién de informes,
escritura de
manuscritos.

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
COLOMBIA

SUBRED INTEGRADA
DE SERVICIOS DE
SALUD SUR ESE
SUBRED INTEGRADA
DE SERVICIOS DE
SALUD SUR ESE
SUBRED INTEGRADA
DE SERVICIOS DE
SALUD SUR ESE

FUNDACION SALUD
DE LOS ANDES

FUNDACION SALUD
DE LOS ANDES

$0

$0

$0

$0

$0

$0
$0

$0

$0

$0

$0

$0
$0

$ 34.250.208

$ 27.360.000

$9.766.080

$4.754.880

$90.720.000

$ 176.904.000
$ 535.004.736

$34.250.208

$27.360.000

$9.766.080

$ 4.754.880

$90.720.000

$176.904.000
$ 535.004.736

Descripcion Justificacion Proveedor Financiado Efectivo Especie Valor Tota

Pago de los derechos
de publicacion de
articulo en revista
internacional indexada

TOTAL|

Cuadro: SERVICIOS TECNICOS

Se requiere del pago de
los derechos de
publicacion para los
articulos que se deriven
del desarrollo del
estudio clinico

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
COLOMBIA

$5.000.000

$ 5.000.000

$0

$0

$0

$0

$5.000.000

$5.000.000

Descripcion Justificacion Proveedor Financiado Efectivo Especie Valor Tota

Tipificacion en alta
resolucién de los alelos
HLA

Servicio de
secuenciacion exoma y
transcriptoma

Servicio de Citometria
de flujo

Sintesis de tetrdmeros
HLA-A*02:01

Servicio de laboratorio
de equipos comunes

Sintesis de péptidos
GMP

Sintesis de péptidos
pre-clinicos

Uso area blanca para
generacion de células
dendriticas para uso en
humanos

Se requiere de la
confirmacion de la
presencia del alelo
especifico HLA-A*02:01
en las pacientes
participantes para la
seleccién de los
peptidos candidatos.
Se requiere del pago de
los servicios de
secuenciacion del
exoma y transcriptoma
de las muestras
tumorales y de sangre
(control) tanto antes
como despues de la
quimioterapia.

Analisis
multidimensional de
marcadores de
respuesta inmune
(inmuno-monitoreo)
Sintesis de un
tetrAmero especifico
para cada uno de los
peptidos identificados
con el fin de poder
hacer seguimiento y
caracterizacion de
linfocitos T especificos
contra el peptido
especifico.

Pago por servicios de
los equipos
pertenecientes al
laboratorio de quipos
comunes de la facultad
de medicina de la
Universidad Nacional
de Colombia

Sintesis quimica de
peptidos con calidad
GMP para uso en
humanos los cuales
seran empleados para
pulsar las células
dendriticas autélogas y
su posterior vacunacion
via intradérmica
Sintesis quimica de las
secuencias de peptidos
candidatas identificadas
en las mutaciones de
cada una de las
pacientes

Se requiere de un area
con calidad para el
cultivo y diferenciacion
de células dendriticas
autélogas para su
posterior uso en las
vacunas de las
pacientes

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
COLOMBIA

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
COLOMBIA

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
COLOMBIA

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
COLOMBIA

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
COLOMBIA

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
COLOMBIA

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
COLOMBIA

FUNDACION SALUD
DE LOS ANDES

$ 15.000.000

$ 88.000.000

$8.000.000

$ 19.000.000

$29.000.000

$ 138.000.000

$ 48.000.000

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$0

$ 35.000.000

$0

$ 45.000.000

$0

$0

$120.000.000

$ 15.000.000

$ 88.000.000

$ 43.000.000

$19.000.000

$ 74.000.000

$138.000.000

$ 48.000.000

$120.000.000



TOTAL]| $ 345.000.000 $0 $ 200.000.000 $ 545.000.000

Cuadro: VIAJES

Descripcion Justificacion Proveedor [SGED Financiado Efectivo Especie Valor Total
Participacion de dos
personas a congresos

internacionales UNIVERSIDAD
Congreso internacional . NACIONAL DE $ 25.000.000 $0 $0 $ 25.000.000
relacionados con el
. X COLOMBIA
ensayo clinico con el fin
de presentar resultados
TOTAL] $ 25.000.000 $0 $0 $ 25.000.000

Rubros por Aio

MATERIALES E INSUMOS $ 60.000.000 $ 60.000.000 $ 46.000.000 $ 166.000.000
PERSONAL CIENTIFICO $178.334.912 $178.334.912 $178.334.912 $535.004.736
SERVICIOS TECNICOS $ 255.000.000 $ 255.000.000 $ 35.000.000 $ 545.000.000
PUBLICACIONES $0 $0 $5.000.000 $ 5.000.000
EQUIPOS $ 15.000.000 $0 $0 $ 15.000.000
VIAJES $0 $12.500.000 $12.500.000 $ 25.000.000

CONSULTORIAS ESPECIALIZADAS,
ESTUDIOS DE VIGILANCIA

TECNOLOGICA Y ESTUDIOS DE $0 $10.000.000 $0 $10.000.000

MERCADO.

GASTOS DE ADMINISTRACION $11.120.000 $11.120.000 $11.120.000 $ 33.360.000
TOTAL] $519.454.912 $526.954.912 $ 287.954.912 $1.334.364.736

Global Total

UNIVERSIDAD

NACIONAL DE $599.360.000 66,24 $305.499.776 33,76 $904.859.776

COLOMBIA

SUBRED

INTEGRADA DE

SERVICIOS DE $0 0 $41.880.960 100 $0 0 $41.880.960

SALUD SUR ESE

FUNDACION SALUD

DE LOS ANDES $0 0 $387.624.000 100 $0 0 $387.624.000
TOTAL $599.360.000 $735.004.736 $0 $1.334.364.736

UNIVERSIDAD NACIONAL

DE COLOMBIA $305.499.776 $305.499.776

SUBRED INTEGRADA DE

SERVICIOS DE SALUD SUR $41.880.960 100 $0 0 $41.880.960

ESE

FUNDACION SALUD DE

LOS ANDES $387.624.000 100 $0 0 $ 387.624.000

$ 735.004.736 $0 $ 735.004.736



Ciudad:

Firma representante legal.

Dia:

Mes:
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