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Clinical

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common cancers worldwide.
Although a wide range of therapeutic options is available, the efficacy of these
methods and the prognosis of patients with HCC remain very poor. This study was
conducted to evaluate the efficacy and safety of viscum fraxini-2 in patients with
chemotherapy-naive, advanced hepatocellular carcinoma. 23 patients with
unrespectable HCC who had received no prior systemic chemotherapy with
objectively measurable tumors were enrolled on this study. The mistletoe preparation
for the study is an aqueous injectable solution. It contains one milliliter of viscum
fraxini in dilution stage-2 (15 mg extract of 20 mg mistletoe herb from ash tree,
diluted in di-natrium-mono-hydrogen phosphate, ascorbic acid and water) which is
equivalent to 10000 ng/ml injection ampoules. 2 ampoules of viscum fraxini-2 were
administered subcutaneously once weekly. As assessed by conventional imaging
criteria, 3 (13.1%) patients have achieved complete response, 2 (8.1%) patients
have achieved a partial response. 9 (39.1%) had progressive disease while 9
(39.1%) patients didn't have evaluation of response due to early death. The median
overall survival time for all patients was 5 months (range 2-38 months), for those
who achieved a CR was 29 months (range 12-38 months) and, for those who
achieved a PR was 6.5 months (range 6—7 months). The median progression free
survival for all patients was 2 months (range 1 — 38 months), for those who achieved
a CR, it was 29 months (range 8-38 months) and for those who achieved a partial
response, it was 5 months (range 4-6 months). No hematologic toxicity has been
encountered. The spectrum of non-hematologic toxicity was mild. The WHO toxicity



criteria grade 3-4 were 34.8% drug related fever, 13.1% erithyma at injection site and
17.4% pain at the site of injection. No drug related discontinuation or toxic deaths
have occurred. Viscum fraxini-2 seems to be particularly promising in patients with
advanced HCC, it shows antitumor activity and low toxicity profile. Further studies in
combination with other active agents are clearly warranted. British Journal of Cancer
(2004) 90, 65-69. doi:10.1038/sj.bjc.6601463 www.bjcancer.com © 2004 Cancer
Research UK
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Resumen-Abstract

El carcinoma hepatocelular (CHC) es uno de los canceres mas comunes en todo el
mundo. A pesar de que existe una amplia gama de opciones terapéuticas, debido a
la pobre eficacia de estos métodos, el prondstico de los pacientes con CHC sigue
contando con un prondstico poco favorable.

El presente estudio se llevo a cabo con el fin de evaluar la eficacia y la seguridad del
medicamento Viscum fraxini-2 en pacientes con carcinoma hepatocelular (CHC)
avanzado que no hubieran recibido tratamiento previo con quimioterapia.

Para este estudio se seleccionaron 23 pacientes con carcinoma hepatocelular
(CHC) no reducible, que no habian recibido quimioterapia sistémica previa y cuyos
tumores podian medirse con criterios objetivos.

Como tratamiento para el estudio se empled una preparacion de muérdago en forma
de solucion inyectable acuosa.

Esta consistia en una ampolla de un mililitro de Viscum fraxini en dilucion 2, es
decir, extracto de 15 mg de muérdago vegetal procedente de 20 mg de fresno,
diluido en fosfato disédico, acido ascorbico y agua) que equivale a una ampolla de
inyeccion de 10000 ng / ml.

Se administré dos ampollas de Viscum fraxini-dilucion2 por semana, empleando
para ello la via subcutanea.

Tras una evaluacion mediante criterios de imagen convencionales, los resultados
fueron los siguientes:

e 3(13,1%) pacientes lograron una respuesta completa,

e 2 (8,1%) pacientes lograron una respuesta parcial.

e 9(39.1%) progresaron en su enfermedad

e 9 (39.1%) pacientes no pudieron ser evaluados debido a muerte prematura.
La media del tiempo de supervivencia general para todos los pacientes fue de 5
meses (rango 2-38 meses), para aquellos que lograron una remision completa fue
de 29 meses (rango 12-38 meses) y, para aquellos que lograron una respuesta
parcial fue de 6,5 meses (rango 6— 7 meses).
La media de supervivencia libre de progresion de la enfermedad para todos los
pacientes fue de 2 meses (rango 1-38 meses), para aquellos que lograron una



remision completa, fue de 29 meses (rango 8-38 meses) y para aquellos que
lograron una respuesta parcial, fue de 5 meses (rango 4-6 meses).

No se encontro toxicidad hematologica en el tratamiento. El espectro de toxicidad
no-hematoldgica fue leve. Los criterios de toxicidad de la OMS de grado 3-4 fueron
34,8% de fiebre relacionada con los medicamentos, 13,1% de eritema en el lugar de
la inyeccion y un 17,4% de dolor en el lugar de inyeccion. No se produjo ninguna
necesidad de interrumpir el tratamiento relacionada con el uso del medicamento ni
muertes atribuibles a éste.

Por tanto, Viscum fraxini-2 parece ser particularmente prometedor en pacientes con
CHC avanzado, mostrando actividad antitumoral y un perfil de baja toxicidad. Se
justifica llevar a cabo nuevos estudios en los que se combine el Viscum fraxini-2 con
otros medicamentos activos.

Por favor presten atencién a que las dosis que se han empleado en el presente
estudio no son las habituales que el laboratorio Abnoba recomienda
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El Carcinoma hepatocelular (CHC) es uno de los canceres mas comunes de
distribucion mundial. Aunque resulta mucho menos comun en los paises
occidentales, estadisticamente es el tumor maligno mas comun en areas de Africa y
Asia (Bosch and Mufoz, 1991; Lotze et al, 1993). A pesar de que existe un amplio
abanico de opciones terapéuticas estas no resultan de gran eficacia, no mejorando
el prondstico de los pacientes con CHC. La reseccién quirurgica en estos momentos
parece ser la unica posibilidad de curacion.

Sin embargo, las tasas de reseccion quirurgica para pacientes con CHC siguen
siendo bajas debido a una alta incidencia de cirrosis asociada, tanto por la invasién
directa del tumor en el sistema porta del higado como por la propagacion de este en
forma rapida por todo el mencionado 6rgano (Venook, 1994) .

En la mayoria de los pacientes con CHC, la enfermedad avanza hasta una etapa en



la cual ya no se dispone de un tratamiento local efectivo. Este hecho enfatiza la
necesidad apremiante de lograr encontrar una quimioterapia sistémica eficaz para
pacientes con CHC no operable.

El papel de la quimioterapia en el tratamiento del CHC continda siendo
controvertido. Hasta ahora se han administrado numerosos farmacos
quimioterapéuticos, tanto de forma aislada, como de manera combinada en
pacientes con CHC en un intento por alargar su tiempo de supervivencia que se
estima de manera predictiva en el corto plazo.

Lamentablemente, la actividad de los agentes aislados ha resultado limitada,
apenas unos pocos farmacos han demostrado tener una tasa de respuesta superior
al 10%. Los resultados de la quimioterapia combinada han demostrado ser
igualmente decepcionantes, dado que la adicion de medicamentos aumentaba
considerablemente la toxicidad sin presentar una mayor eficacia comparada con la
terapia con doxorrubicina como agente unico (Whang-Peng and Chao, 1998).

Por lo tanto, no existe medicamento o protocolo de tratamiento que pueda ser
recomendado como una terapia estandarizada para este grupo de pacientes. Dada
la falta de una quimioterapia sistémica efectiva, existe una necesidad urgente de
investigar nuevos medicamentos.

El Viscum album L. (muérdago) es una planta semiparasita que crece sobre
diferentes arboles hospedadores (Becker, 1986). El extracto de muérdago esta
formado por un compuesto de varias sustancias biolégicas activas.

El principio fitoterapéutico del muérdago proviene de una accion combinada por la
modificacion en la respuesta citotoxica y bioldgica, que resulta de la actividad de las
lectinas de la planta y de otras sustancias biolégicamente activas (Zarkovic et al,
2001).

En 1920 Rudolf Steiner recomend6 el muérdago como un remedio eficaz para el
tratamiento del cancer (Steiner, 1961).

En una revision sistematica de ensayos clinicos controlados se encontraron 23 de
este tipo de estudios de los cuales 16 estaban aleatorizados, 2 quasi randomizados
y cinco no randomizados.

Incluyeron tumores de pulmén, mama, de estébmago, de colon, de recto, cerebro,
rindn, vejiga, melanomas, gliomas y tumores genitales. Se obtuvieron resultados
significativamente positivos supervivencia (n=8), remisiéon tumoral (n=1), mejoria de
la calidad de vida (n=3) y mejoria de la calidad de vida en relacion a los efectos
durante colaterales durante la terapia citorreductora (n=3) (Kienle y colaboradores
2003).

Viscum Fraxini es un extracto acuoso de muérdago (Viscum album L. cultivado en
fresnos) (Koehler, 1992) y es el preparado con mayor contenido de lectina (Scheer,
1996). En este documento, informamos de los resultados de un estudio de fase Il
para evaluar su eficacia y seguridad en el tratamiento de pacientes con CHC
avanzado.



PACIENTES Y METODOS
Criterios de eleccidon

Los criterios de eleccién incluyeron: (1) CHC primario probado por patologia de la
alfa-fetoproteina> 400 ng / ml, con un tumor hepatico altamente sospechoso de
CHC por estudios de imagen; (2) tumor irresecable y en paciente no candidato para
quimioembolizacion arterial transcateteriana (QEAT) o por inyeccion percutanea de
etanol (PEI); (3) enfermedad medible bidimensional; (4) sin quimioterapia sistémica
previa; (5) edad entre 16 y 75 afos; (6) estado funcional 0-3 OMS, (7) y dentro del
perfil renal, cardiaco y hematoldgico normal.

Protocolo de tratamiento

Antes de ser admitidos en el estudio, todos los pacientes tuvieron que proporcionar
un historial clinico completo y pasar un examen fisico, que incluia el analisis de su
estado funcional, las enfermedades no malignas concurrentes y la medicacion que
estuvieran tomando. Los analisis de laboratorio a los que se sometio a los pacientes
antes del tratamiento incluyeron un recuento completo de células sanguineas,
recuento diferencial de estas mismas, pruebas bioquimicas de funcién renal y
hepatica, concentracion de electrolitos, radiografias de térax, y alfa-fetoproteina, una
tomografia helicoidal trifasica hepatica y una evaluacion de Child.

La preparacion de muérdago para el estudio consistid en una solucion inyectable
acuosa. Esta consistia en un mililitro de viscum fraxini en la llamada dilucién 2 (15
mg de extracto de procedentes de 20 mg de planta de muérdago parasitaria de
fresno, diluido en fosfato sédico monohidratado, acido ascoérbico y agua) que
equivale a 10000 ng / ml inyectable. Se administraron dos ampollas de Viscum
fraxini-2 por via subcutanea por semana en su dia correspondiente. Los pacientes
fueron examinados semanalmente durante el tratamiento para la anamnesis y el
examen fisico. Se determind su hemograma completo semanal. Se examinaron las
funciones renal y hepatica y los niveles de fetoproteina cada 4 semanas. El tumor se
evalué mediante TAC cada 8 semanas.

Definicion de respuesta

La determinacion de la respuesta tumoral siguio los criterios de respuesta estandar
establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Miller y colaboradores,
1981). La remision completa (RC) se defini6 como la desaparicion completa de
todas las lesiones determinadas mediante métodos radiolégicos durante al menos 4
semanas. La respuesta parcial (RP) se defini6 como una disminucion del 50% o
mas en el diametro perpendicular del nédulo tumoral mas grande durante, al menos,
4 semanas, sin la aparicion de nuevas lesiones o progresion de las mismas. La
enfermedad estatica (EE) se defini6 como una disminucién menor del 50%, o un
aumento no mayor del 25%, en el didmetro del ndédulo tumoral mas grande. La
enfermedad progresiva (EP) se defini6 como un aumento mayor al 25% del
diametro del ndédulo tumoral mas grande en una de las lesiones medibles, o la



aparicion de nuevas lesiones. Se considerd que los pacientes que no sobrevivieron
a la reevaluacién por métodos radioldgicos tenian una respuesta indeterminada (RI).

Toxicidad

Para la evaluacion de la toxicidad, se siguieron los criterios de la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud de 1979). Esto es, incluyé un examen fisico
antes de cada inyeccion, hemogramas completos y evaluacion sérica de las
funciones renal y hepatica. Se evalud la toxicidad de cada paciente después de
recibir al menos una dosis de la terapia de protocolo.

Analisis estadistico

Las estadisticas fueron descritas mediante porcentajes y medianas.

El tiempo de supervivencia global se calculé desde el inicio de la terapia hasta la
fecha de muerte o la ultima visita del paciente. El tiempo hasta la progresion de la
enfermedad se definié desde el inicio del tratamiento hasta la fecha de progresién
de la enfermedad. Las curvas de supervivencia se construyeron utilizando el método
de limite de producto de Kaplan-Meier (Kaplan y Meier, 1959).

Aprobacion del estudio
El estudio fue aprobado por comités de ética locales y cada paciente hubo de firmar
un consentimiento informado antes de ser incluido en el estudio.

RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes

Las caracteristicas basicas de los pacientes y las caracteristicas clinicas se
resumen en la Tabla 1.

Ingresaron en el ensayo veintitrés pacientes. Siendo veinte de ellos varones y 3
mujeres. La edad fue de 39 a 75 anos con una media de 54 afos.

Su estado funcional segun criterios de la OMS fue 10 pacientes (43,5%) el estado 1,
7 pacientes (30,4%) estado 2 y 6 pacientes (26,1%) estado 3.

Tabla 1 Caracteristicas de los pacientes

Caracteristicas Nuam. de | %
pacientes

Varones/mujeres (total) 20/3 (23)

Edad Media (rango) 54 (39-75)

Estado funcional (criterio OMS)




1 10 43,5
2 7 30,4
3 6 26,1
Hepatitis

HbsAg (+) 13 56,5
Anti HCV (+) 8 34,8
Ambos (+) 2 8,7
Clasificacion de Child

A 9 39,1
B 6 26,1
C 8 34,8
Estadio en la clasificacion de Okuda

I 4 17,4
I 12 52,2
M 7 30,4
Diagndstico

Citologia 14 60,9
Por alfa-fetoproteina e imagen 9 39,1
Estado del tumor

Afeccion bilobular 8 34,8
Afeccion Unilobular 15 65,2
Metastasis a distancia 4 17,4
Trombosis en la vena Porta 2 8,7
Ascitis 4 17,4




Hubo 13 pacientes HbsAg (+) (56,5%) y 8 pacientes positivos en el Anti HCV
respectivamente, mientras que 2 pacientes (8,7%) resultaron positivos para ambos.
Ningun paciente habia recibido quimioterapia previa. La duracion media del
tratamiento con viscum fraxini-2 fue de 17 semanas con un rango de 3 a 152
semanas. El estadio | de Okuda se encontré en 4 pacientes (17,4%), el estadio Il en
12 pacientes (52,2%) y el estadio lll en 7 pacientes (30,4%). El diagnéstico de CHC
se establecié mediante citologia por aspiracién con aguja fina (CAAF) de los
tumores hepaticos en 14 pacientes (60,9%). Los 9 pacientes restantes (39,1%)
fueron diagnosticados por una marcada elevaciéon del nivel de alfa-fetoproteina
combinado con estudios de imagen que indicaban un CHC avanzado. Todos los
pacientes tenian CHC muy avanzado en el momento del diagndstico. La afeccion
lobular bilateral del higado estuvo presente en 8 pacientes (34,8%). La afeccion
extendida a un I6bulo estuvo presente en 15 pacientes (65,2%). Hubo metastasis a
distancia en 4 pacientes (17,4%) (2 metastasis 6seas y 2 metastasis ganglionares).
La trombosis de la vena porta principal se detect6é en dos pacientes (8,7%) mientras
que la ascitis estuvo presente en 4 pacientes (17,4%).

Respuesta

Segun los criterios convencionales de respuesta radiolégica, 3 pacientes (13,1%)
obtuvieron una RC. El primer paciente logré dicha respuesta completa tras 4 meses
desde el inicio del tratamiento y permanecio libre de enfermedad durante 4 meses.
El segundo y el tercer paciente lograron RC después de 6 meses y aun viven libres
de enfermedad durante mas de 29 y 38 meses, respectivamente. La tomografia
computarizada del tercer paciente, antes del tratamiento, y después de la
desaparicion del tumor, se muestra en la Imagen 1.

2 pacientes (8,7%) lograron una respuesta parcial. Se ha demostrado progresion de
la enfermedad en 9 pacientes (39,1%). Los 9 pacientes (39,1%) no tuvieron
evaluacion de respuesta por muerte temprana y fueron clasificados como respuesta
indeterminada.

Imagen 1:
Un caso de carcinoma hepatocelular con mdultiples lesiones focales antes del

tratamiento (A) con regresion del tumor (B) y desaparicion del tumor (C) tras 6
meses de terapia con viscum fraxini-2.









Supervivencia

En el momento del andlisis, 3 (13,1%) de los pacientes seguian vivos, incluidos dos
pacientes con RC y un paciente que mantuvo la enfermedad en un estado de
progresion lenta. La media del tiempo de supervivencia global para todos los
pacientes fue de 5 meses (rango 2-38 meses); para aquellos que lograron una RC
fue de 29 meses (rango 12-38 meses) y, para aquellos que lograron una RP fue de
6,5 meses (rango 6- 7 meses). La media de supervivencia libre de progresion para
todos los pacientes fue de 2 meses (rango 1-38 meses), para aquellos que lograron
una RC, fue de 29 meses (rango 8-38 meses) y para aquellos que lograron una
respuesta parcial, fue de 5 meses. (rango 4-6 meses). Las curvas de supervivencia
global actuarial de Kaplan-Meier y SLP para todos los pacientes se muestran en la
Figura 2.
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Figure 2 Acturial overall and progression free survival curve.

Toxicidad

Todos los pacientes fueron evaluados en relacion a la toxicidad. La fiebre
relacionada con el farmaco se manifest6 en 8 pacientes (34,8%). Se desarrollo
eritema en el lugar de la inyeccion en 3 pacientes (13,1%). 4 pacientes (17,4%)
sufrieron dolor en el lugar de la inyeccién. 3 pacientes tuvieron que reducir la dosis a



una ampolla en los ciclos de tratamiento posteriores. Se utilizaron antiinflamatorios y
analgésicos en un solo paciente, debido a dolor intenso y eritema en el lugar de la
inyeccion. No hubo interrupciones del tratamiento relacionadas con el farmaco ni
muertes atribuibles a la toxicidad del Viscum fraxini-2.

VALORACION DEL ENSAYO

El carcinoma hepatocelular es uno de los canceres mas frecuentes en todo el
mundo (Okuda, 1980). La reseccion quirdrgica es, quizas, la unica posibilidad
significativa de curacion. Aunque el diagnéstico temprano es cada vez mas
frecuente, particularmente en aquellas poblaciones sometidas a programas de
deteccion, las tasas de reseccion para pacientes con CHC siguen siendo bajas (Lee
y colaboradores 1982 y Okuda 1985). Por lo tanto, la gran mayoria de los pacientes
con CHC no son candidatos para una cirugia curativa u otra terapia local, siendo la
quimioterapia sistémica la unica opcion para su tratamiento.

El poder antitumoral de varios agentes quimioterapéuticos se ha evaluado en
pacientes con CHC, arrojando la mayoria malos resultados y asociandose con una
alta probabilidad de presentar efectos secundarios graves. La doxorrubicina sigue
siendo el farmaco mas activo contra el CHC, con una tasa de respuesta tumoral en
tratamiento unico de aproximadamente el 10-20%. Sin embargo, su toxicidad supera
su beneficio (Lai et al, 1988; Lai et al, 1990). Los agentes quimioterapéuticos
distintos de la doxorrubicina han demostrado una actividad aun menor y el progreso
en el tratamiento de pacientes con CHC con quimioterapia ha sido decepcionante.
Los nuevos farmacos quimioterapéuticos, como paclitaxel, raltrexed, irinotecan y
nolatrexed, no han demostrado resultados alentadores. Estos nuevos farmacos
exhiben alguna actividad antitumoral, pero las tasas de respuesta rara vez superan
el 10% (Rougier et al, 1997; Chao et al, 1998; O'Reilly et al, 1998; Stuart et al,
1999). Las posibles explicaciones de la resistencia del CHC a la quimioterapia
incluyen la heterogeneidad tumoral (Dexter y Leith, 1986), la dosis inadecuada de
agentes contra el cancer (Lai et al, 1990) y la sobreexpresion inducible de un gen de
resistencia a multiples farmacos (Huang et al, 1992). Por lo tanto, se debe
considerar la opcion de que todos los pacientes con CHC avanzado se unan a
ensayos de fase Il bien disefiados con nuevos agentes o protocolos antitumorales,
siempre que los pacientes puedan tolerar el tratamiento.

Viscum fraxini es un extracto acuoso de muérdago. Existe actualmente una
controversia sobre cémo los extractos de plantas ejercen un doble efecto, de
citotoxicidad hacia las células tumorales, por una parte, y de estimulacién de las
células inmunes (Janssen et al, 1993) por otra.

Los efectos inmunoestimuladores del extracto de muérdago se han asignado a un
compuesto, un oligosacarido de bajo peso molecular (Hamprecht et al, 1987;
Mueller et al, 1989). Ademas, el efecto estimulante sobre la actividad de las células
natural killer (NK) parece ser el resultado de una mayor produccion de interferon
(INF-y) y de factores de necrosis tumoral-a (TNF-a) por células T y macréfagos
respectivamente (Mueller y Anderer, 1990). Por otro lado, existen evidencias de que
los componentes de la lectina de las preparaciones de muérdago son moléculas con



un efecto importante (Luther y Becker, 1987). Las lectinas aumentan el numero total
y la actividad de los neutrdfilos, las células NK y los linfocitos granulares grandes,
asi como que activan simultaneamente subpopulaciones de monocitos-macréfagos
y de células auxiliares. Esto se asocié con niveles mas altos de citocinas como
interleucinas IL-1, IL-6, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF) y TNF-a (Hajto et al, 1990, Schultze et al, 1991; Beuth et al. , 1993) .Los
efectos inmunoldgicos descritos de los polisacaridos de muérdago se complementan
con lipidos de membrana. Como muestran Hartmann y colaboradores (1995), las
vesiculas aisladas de los sistemas de membrana fueron el factor estimulante mas
potente para la proliferacién de células T por parte de los extractos de muérdago
(Hartmann et al, 1995).

Ademas del efecto inmunoestimulador del extracto de muérdago y las lectinas, se
ha podido estudiar que poseen un efecto citotoxico directo (Ribereau-Gayon et al,
1986; Urech et al, 1996). Las lectinas se consideran componentes esenciales del
extracto acuoso de muérdago responsable de la apoptosis (Janssen et al, 1993).
Las viscotoxinas que son un grupo de polipéptidos citotdéxicos pertenecientes a la
clase de tioninas (Schrader-Fischer y Apel, 1993) pueden mejorar la permeabilidad
de la membrana celular (Lankish y Vogt, 1978). Entonces, los extractos de
muérdago pueden inducir ambas formas de muerte celular bioldgica; apoptosis y
lisis. Ademas, estos efectos iniciales posteriormente inducen reacciones
inmunoestimuladoras.

Tomado en conjunto, el extracto completo de muérdago que contenga lipidos de
membrana, como es el caso del Viscum fraxini, puede estimular las dos vias del
sistema inmunoldgico, es decir, tanto las células T como las células B. Primero,
porque inducen la proliferacién y activacion de las células inmunocompetentes, v,
segundo, porque favorece la expresion de citocinas, apoyando ambos efectos la
acciéon antitumoral.

Como conclusién, Viscum fraxini-2 es activo en CHC con actividad antitumoral
teniendo un bajo perfil de toxicidad. Por ello, se establece que queda claramente
justificado el realizar mas estudios en combinacién con otros agentes activos.
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