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RESUMEN

El cancer es responsable de un tercio de las muertes prematuras por enfermedades no
transmisibles a nivel mundial, por lo que se ha convertido en una enfermedad de salud
publica, esto ha generado que se busquen nuevas alternativas para su prevencion,

diagnéstico y tratamiento.

La terapia con virus oncoliticos es un nuevo tipo de tratamiento que promueve la
respuesta antitumoral a través de causar la muerte selectiva de células tumorales sin

lesionar tejido normal, e inducir la respuesta inmune sistémica antitumoral

Aunque varios ensayos realizan la administracion intratumoral del virus, en el caso de
pacientes con metastasis se requiere una administracion sistémica, sin embargo la
neutralizacién por factores séricos y érganos como el bazo e higado son barreras que
pueden impedir alcanzar el umbral virémico, el cual es necesario para la infeccion de
focos tumorales y consecuente efectividad en el tratamiento oncolitico. Por lo cual
recientes estudios estdn enfocados en superar las barreras anteriormente mencionadas y
promover la permeabilidad del endotelio vascular para facilitar el desplazamiento de los

virus a los focos tumorales.

El objetivo de este trabajo es analizar la literatura cientifica sobre los métodos y técnicas

utilizadas para aplicar virus oncoliticos en animales o humanos para tratar el cancer.

La metodologia usada fue por medio de una busqueda sistematica de literatura original y
de revision publicada entre 1990 y 2016 sobre métodos o técnicas utilizadas para el
tratamiento del cancer en animales o humanos mediante el uso de virus oncoliticos. Para
esto se utilizaron plataformas de busqueda como clinicaltrials.gov, y bases de datos como
Pubmed, Jstor, Ebsco, utilizando las palabras claves “oncolytic virus”, “application

oncolytic virus”, “Therapy oncolytic virus”, “oncolytic immunotherapy”, “viral oncotherapy”,

“tumour targeting”, “viral vector cancer therapy”.

Los resultados de la busqueda se agruparon en los métodos usados para la aplicacion de
virus oncoliticos en animales o humanos; los cuales fueron: células transportadoras,
encapsulacion por liposomas y polimeros, ultrasonido, coadyuvantes, terapia

fotodinamica, ingenieria genética y microRNAS



Las conclusiones de este estudio mostraron que los sistemas de transporte son eficaces
para evitar la respuesta inmune del huésped contra el virus; que la ingenieria genética es
la técnica mas usada en estudios con virus oncoliticos y que la combinacién de varias

metodologias es lo que ha mostrado mayor respuesta terapéutica con virus oncoliticos.

Palabras clave
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ABSTRACT

Cancer is responsible for one third of premature deaths due to non-transmissible diseases
worldwide; it has become a public health disease. This has promoted new alternatives for

its prevention, diagnosis and treatment.

Oncolytic virus therapy is a new type of treatment that promotes the antitumor response
by causing selective death of tumor cells without damaging normal tissue and inducing the

antitumor systemic immune response.

Although several trials perform intratumoral administration of virus, in patients with
metastases a systemic administration is required. However neutralization by serum
factors and organs such as the spleen and liver are barriers that can prevent reaching the
viremic threshold, which is necessary for infection of tumor foci and consequent
effectiveness in oncolytic treatment. Therefore, recent studies are focused on overcoming
the aforementioned barriers and promoting the permeability of vascular endothelium to

facilitate the virus displacement to tumor foci.

The objective of this work is to analyze the scientific literature about methods and

techniques used to apply oncolytic viruses in animals or humans to treat cancer.

The methodology used was a systematic search of original literature and review published
between 1990 and 2016 about methods or techniques used to treat cancer in animals or
humans through the use of oncolytic viruses. For this, search platforms such as
clinicaltrials.gov, and databases such as Pubmed, Jstor, Ebsco, were used, using the
keywords "oncolytic virus", "application oncolytic virus", "Therapy oncolytic virus",

"oncolytic immunotherapy”, " viral oncotherapy "," tumour targeting "," viral vector cancer

therapy ".

The results of this search were grouped into methods used for the application of oncolytic
viruses in animals or humans; which were: transporting cells, encapsulation by liposomes
and polymers, ultrasound, adjuvants, photodynamic therapy, genetic engineering and
microRNAS

The conclusions of this study showed that transport systems are effective to avoid the
host immune response against the virus; genetic engineering is the most used technique

in studies with oncolytic viruses and the combination of several methodologies has shown
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the greatest therapeutic response with oncolytic viruses.
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INTRODUCCION

El cancer es la principal causa de muerte tanto en paises industrializados como en paises
en via de desarrollo, se espera que la carga de la enfermedad siga en aumento por el
continuo crecimiento de la poblacion y el envejecimiento de la misma; especialmente en

paises en vias de desarrollo, pues cerca del 82% de la poblacion mundial reside en ellos.

El cancer es responsable de 1 de cada 3 muertes prematuras por enfermedades no
transmisibles a nivel mundial, se espera que para 2030 se diagnostiquen a méas de 20

millones de personas (1).

Al convertirse el cancer en una enfermedad de salud publica, se esta en busca nuevas
alternativas para su prevencion, diagndstico y tratamiento; para este ultimo dmbito; uno
de los campos de investigacion promisorios es la terapia con virus oncoliticos, la cual en

algunos paises ya se usa como nueva clase de inmunoterapia para el cancer.

La terapia con virus oncoliticos es un nuevo tipo de tratamiento que promueve la
respuesta antitumoral a través de causar la muerte selectiva de células tumorales sin

lesionar tejido normal, e inducir la respuesta inmune sistémica antitumoral (1,2).

La capacidad de ciertos virus para matar células tumorales se conoce desde casi un siglo
pero ha sido en las Ultimas dos décadas que por medio de ensayos clinicos se ha
demostrado el beneficio de esta terapia en pacientes con cancer. Un ensayo clinico
aleatorizado de fase Ill demostr6 una buena respuesta en pacientes con melanoma
avanzado quienes fueron tratados con herpes simplex virus modificado (HSV-1) que
codifica al factor estimulante de colonias — granulocito macréfago (GM-CSF). Este virus,
denominado talimogene laherparepvec (T-VEC, Amgen) es el primer virus oncolitico
aprobado para inmunoterapia en humanos por la U.S. Food and Drug Administration
(FDA), el cual fue aprobado el 27 de Octubre de 2015 (3).

H101 (Shanghai Sunway Biotech) es un adenovirus oncolitico modificado genéticamente
el cual en combinacién con quimioterapia fue aprobado para el tratamiento de carcinoma

nasofaringeo en China en Noviembre de 2005.

Varios virus se han propuesto como vectores para terapia oncolitica, y se han realizados
considerables esfuerzos para optimizar estos vectores al atenuar su patogenicidad y

aumentar su inmunogenicidad. Entre los cuales se encuentran adenovirus,
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coxsackievirus, poliovirus, Newcastle disease virus, measles virus, reovirus, herpes virus,

entre otros.

La mayoria de virus oncoliticos matan directamente las células tumorales del hospedero,
dicha actividad depende de la replicacion viral, la eficiencia por el receptor celular
objetivo, la respuesta antiviral de la célula y del huésped. El potencial litico también
depende del tipo de virus, dosis, tropismo viral ya sea nhatural o inducido y la
susceptibilidad de la célula tumoral a los diferentes tipos de muerte celular: necrosis,
apoptosis, autofagia y piroptosis.

Ademas de la induccion directa de la muerte de células tumorales, los virus oncoliticos
también pueden inducir la respuesta inmune innata y adaptativa del huésped contra las
células tumorales. Posterior a la muerte de células tumorales, estas pueden liberar
“antigenos asociados a tumor” los cuales pueden generar una respuesta inmune
adaptativa la cual promueve una regresion tumoral en sitios distantes donde no hubo

exposicion al virus.

Aunque varios ensayos realizan la administracién intratumoral del virus en el caso de
pacientes con metastasis se requiere una administracion sistémica, sin embargo la
neutralizacién por factores séricos y 6rganos como el bazo e higado son barreras que
pueden impedir alcanzar el umbral virémico, el cual es necesario para la infeccién de
focos tumorales y consecuente efectividad en el tratamiento oncolitico. Por lo cual
recientes estudios estan enfocados en superar las barreras anteriormente mencionadas y
promover la permeabilidad del endotelio vascular para facilitar el desplazamiento de los

virus a los focos tumorales.

Entre las estrategias para disminuir el secuestro y depuracién de los virus por el sistema
reticulo-endotelial dado por el bazo e higado, se encuentra la modificacién quimica de las
proteinas virales por conjugacion con polimeros biocompatibles como el polietilenglicol
(PEG) y N-[2-hidroxipropillmet-acrilamida (HPMA), los cuales son usados clinicamente
para prolongar los tiempos de circulacion de proteinas y liposomas y para reducir los

rangos de toxicidad.

Para superar las barreras posterior a la administracion intravenosa: factores séricos,
complemento, anticuerpos neutralizantes, eliminacion por las células de Kupffer, entre

otros; se estan utilizando transportadores o “carriers” celulares, entre ellos las células
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stem mesenquimales, las han usado recientemente para administrar eficazmente virus
oncoliticos de sarampién (measles) a depdésitos intraperitoneales de cancer de ovario en
presencia de anticuerpos antivirales neutralizantes (4).

La presente revision sisteméatica busca determinar los métodos y técnicas utilizadas para

la administracién de virus oncoliticos in vivo y su efectividad en diversos tipos de cancer.
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1. MARCO TEORICO

1.1 VIRUS ONCOLITICOS

Los virus oncoliticos tienen la capacidad de infectar, replicarse y matar células tumorales,
con la ventaja de no realizarlo en células normales del organismo. Estas caracteristicas
de los virus oncoliticos dependen de los receptores, que permitiran la interaccion con la
célula tumoral, su union a la membrana celular y entrada al citoplasma. También de la
facilidad o no que presente el virus para replicarse al utilizar la maquinaria de la célula
blanco; a menor respuesta de la célula a la entrada del virus, mayor es la probabilidad

gue pueda replicarse y formar asi nuevas particulas virales(4,5,6).

La capacidad litica de los virus en células tumorales también depende de la dosis o
namero de particulas virales que infectan la célula, del tipo de virus oncolitico, del
tropismo propio del virus y de la susceptibilidad de la célula tumoral a determinado tipo de
muerte celular, ya sea programada o no programada (6-8).

La replicacién viral al interior de la célula tumoral genera lisis de esta, lo que causa la
liberacién de las particulas virales contenidas en el citoplasma y permite que se infecten
células tumorales vecinas repitiendo asi el ciclo inicial. La infeccion viral puede inducir
una respuesta inflamatoria causando el reclutamiento de células dendriticas, macréfagos,
neutrofilos y se puede inducir una respuesta inmune innata al activar células natural Killer,
y/o una respuesta inmune adaptativa dada por la activacion y reclutamiento de linfocitos
By linfocitos T (4-11).

Al inducir los virus la muerte celular de la célula tumoral, aumenta la actividad de las
células dendriticas y la activacion de las células natural killer promoviendo la citotoxicidad
del tumor. La respuesta inmune celular genera una respuesta oncolitica inicial por parte
del sistema inmune, sin embargo tiempo después de la infeccidn viral; macréfagos,
natural killer y otras células de la respuesta innata eliminan las particulas virales. Por otra
parte la respuesta inmune humoral hacia el tumor no suele dar una memoria
inmunoldgica a largo plazo, por lo cual no suele presentarse inmunidad contra las células
tumorales (11-13).

Para la seleccion de virus oncoliticos en la terapia antitumoral se debe cumplir con los

criterios de seguridad y eficacia. Seguridad: Se debe tener en cuenta la especificidad del
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virus por el tumor, cambios que se puedan dar en la patogenicidad, inmunidad previa al
virus, presentacion de efectos adversos. Se debe buscar que el virus genere la menor
cantidad de riesgo posible. Eficacia: Para esto se necesitan metodologias que permitan
una adecuada infiltracion del virus en el tumor, evasion al sistema inmune por parte del

virus y una elevada actividad litica tumoral (6,11,13,17).

Las barreras a superar por parte de los virus oncoliticos antes de llegar a infiltrar las
células tumorales son varias. Entre ellas y la primera al encontrarse el virus en el torrente
sanguineo es la presencia de anticuerpos neutralizantes y factores del complemento, que
se unen a la superficie viral y reclutan células del sistema inmune para su posterior
eliminacién. Las células dendriticas poseen receptores de reconocimiento de patron los
cuales interactian con las particulas virales, esto activa a las células dendriticas las
cuales migran a los nodulos linfaticos y desencadenan la activacion de las células natural
killer (NK). Las células NK impiden la propagacion viral al lisar las células infectadas; por
otra parte la produccién de citoguinas que atraen y activan a linfocitos T ayudadores y
linfocitos T citotdxicos. Otra barrera es la eliminacion del virus al transitar por érganos del

sistema reticulo-endotelial; entre ellos el higado y el bazo (13-17).

Finalmente antes de llegar el virus oncolitico a la célula tumoral, se encuentra con la
barrera del microambiente del tumor; el cual esta compuesto por células estromales,
infiltracién de leucocitos, matrix extracelular la cual suele presentar una densidad
aumentada; convirtiéndose en una barrera mecanica para el virus antes de interactuar

con la célula tumoral.

Por otra parte, las células tumorales, asi como las macréfagos asociados a tumor y
fibroblastos asociados al tumor, producen sustancias que suprimen la respuesta inmune,
lo que facilita la supervivencia, proliferacion tumoral y estromal; lo que conlleva una
mayor produccion de matrix extracelular; ademas los tumores suelen estar mal
vascularizados, por lo que el transito del virus por los vasos sanguineos del tumor puede
resultar limitado (13-17).

Varios de los virus oncoliticos utilizados en clinica tienen tropismo natural por proteinas
de la superficie que son expresadas aberrantemente en la célula tumoral. Sin embargo
los virus oncoliticos pueden ser modificados genéticamente para que tengan como blanco
receptores o proteinas expresados en la superficie de la membrana de células tumorales.

De igual forma modificaciones genéticas que promuevan la proliferacion viral, active
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mecanismos de muerte celular o afecte puntos de chequeo del ciclo celular, estan siendo

utilizados para el mejoramiento de la eficacia de virus oncoliticos en clinica (17,19).

Para el tratamiento con virus oncoéliticos se han utilizado diferentes clases de virus; a

continuacion se hablara de los virus més utilizados en terapia oncolitica.

1.1.1. ADENOVIRUS

El adenovirus es un virus de DNA de doble cadena no envuelto, presenta un genoma
linear encapsulado por una capside icosehédrica. Tiene un didmetro entre 70 a 90 nm. El
virus fue aislado en un cultivo de células de adenoides en la década de 1950. Puede
infectar a seres humanos y animales, la transmision es por contacto directo o por
aerosol(4,7,8).

Figura 1. Estructura del adenovirus
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Figura tomada de Russell, W. Update on adenovirus and its vectors. Journal of General Virology (2000), 81,
2573-2604

Las infecciones por adenovirus suelen ser asintomaticas en adultos que son
inmunocompetentes. En pacientes inmunocomprometidos o en recién nacidos el
adenovirus puede causar dificultad respiratoria leve, trastornos gastrointestinales e

infecciéon ocular.

El adenovirus ingresa a la célula huésped al interactuar con el receptor adenovirus-
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coxsackie (CAR.), al entrar a la célula se dirige al nacleo donde expresa los genes E1A y
E1B; al codificarse a proteinas, estas interactian con los supresores de tumor de la
célula p53 y pRb (proteina asociada a retinoblastoma) lo cual promueve la entrada a ciclo
celular. La replicacion viral se da en dos fases: una temprana y otra tardia. Los genes que
participan en la fase temprana son E1A, E1B, E2A, E3 y E4. En la fase tardia L1, L2, L3,
L4y L5. (4,7).

Hay 57 serotipos de adenovirus, los cuales estan clasificados de la categoria A a la
categoria G, esto segun sus propiedades de aglutinacion y potencial oncogénico. El
subgrupo B es oncogénico débil, el subgrupo C incluyen los adenovirus tipo 2 y tipo 5.
Los subgrupos D, E y F son no-oncogénicos. Se ha visto que los adenovirus humanos
pueden transformar las células de ratén, pero no son oncogénicos en células humanas.
Los serotipos 2 y 5 han sido evaluados en ensayos in vitro e in vivo como virus con
actividad oncolitica. Ensayos clinicos han mostrado que tratamiento con adenovirus
oncoliticos presenta pocos eventos adversos, lo cual es favorable para la seguridad en el

tratamiento con este virus(4,8,25).

En la década de los 50s ensayos clinicos iniciales investigaron el potencial terapéutico de
adenovirus oncoliticos en pacientes con cancer cervical, se observdé que solo una
pequefia fraccion de los virus se asocio con necrosis del tumor. Otros estudios evaluaron
diversas rutas para la administracion del virus, como la inyeccién intratumoral, infusion
arterial o inyeccién intravenosa. No se reportaron eventos significativos de toxicidad con
la administracion de las diferentes rutas. La respuesta clinica de los pacientes fue

limitada y al final todos los pacientes terminaron falleciendo por el cancer (4,7,8,12).

Adenovirus han sido modificados para redirigirlos a interactuar con receptores que se
encuentran sobreexpresados en células tumorales; se esta evaluando clinicamente en
cancer de ovario, con un adenovirus modificado Ad5/3- A24. Ya que el cancer de ovario
tiene un patron de expresion variable de CAR, la capside viral fue modificada para
incorporar un motivo de RGD (Arg-Gly-Asp) una porcion de la capa externa de la capside.
Dicha modificacion permite la entrada a la célula por medio de la union del adenovirus a
otros receptores como a integrinas avB3 y avp5 las cuales se encuentran
sobreexpresadas en las células de céncer de ovario (13,23). DNX-2401, un adenovirus
también modificado con el motivo RGD se encuentra en ensayo clinico fase | in pacientes

con glioma (24).
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El virus ONYX-015 se evalu6é en algunos ensayos clinicos, sin embargo en 2003 fue
detenido su estudio. H101 es un adenovirus con delecion en E1B que fue aprobado para
el tratamiento de cancer nasofaringeo en China (18,19).

Este virus se evalu6é en un estudio clinico aleatorizado de fase Ill en 160 pacientes con
avanzado carcinoma escamocelular de cabeza y cuello. Se administré quimioterapia con
cisplatino y 5-fluoruracilo para pacientes que iniciaban régimen de quimioterapia, y
adriamicina + 5 fluoruracilo en pacientes que habian recibido quimioterapia previamente
con cisplatino. Esto con o sin la adicion de H101 aplicado a 5x10** a 1.5x10"particulas
virales por dia en inyeccion intratumoral, por 5 dias cada 3 semanas. 123 pacientes
completaron el tratamiento, pacientes que fueron tratados con cisplatino y 5-fluoruracilo +
el adenovirus H101 tuvieron una tasa de respuesta del 78.8% comparada con 39.6% del
grupo de pacientes tratado con cisplatino y 5-fluoruracilo sin H101. El grupo de pacientes
gue recibieron tratamiento con adriamicina y 5-fluoruracilo + H101 y el grupo tratado con
adriamicina y 5-fluoruracilo sin H101 tuvieron ambos una tasa de respuesta del 50%. Sin
embargo se observé una diferencia significativa en la tasa de respuesta al comparar
pacientes tratados con quimioterapia solamente con los pacientes tratados con
guimioterapia + H101l. Los eventos adversos que se presentaron fueron reaccién
inflamatoria en el sitio de puncién, fiebre, y sintomatologia similar a la gripe. La agencia
regulatoria China aprobé al adenovirus H101 para el tratamiento de carcinoma

nasofaringeo en combinacién con un régimen quimioterapedutico (4,25).

1.1.2. COXSACKIEVIRUS

Coxsackievirus es un enterovirus no envuelto de RNA linear con sentido positivo, de
cadena sencilla, miembro de la familia Picornaviridae. Este virus se replica en el citosol
sin una fase de DNA, esto hace que la mutagénesis de tipo insercional durante el proceso
infectivo no se presente. Se presentan dos subgrupos: el Ay B, cuya diferencia radica en
la patogenicidad en modelos de ratones. Hay 23 serotipos del grupo A y 6 serotipos del
grupo B. las infecciones por Coxsackie suelen ser asintomética, aunque en nifios
menores pueden ser mas susceptibles a la infeccidén con el tipo A. La infeccién ocurre por
interaccion con la piel, los sintomas presentados son similares a los de un resfriado (4,
15,16).
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Coxsackievirus utiliza la molécula de adhesion intercelular ICAM-1 y DAF para su entrada
a la célula huésped. Actualmente cepas de los grupos de coxsackie estan siendo
evaluadas para tratamiento en diferentes tipos de cancer.

Figura 2. Estructura del Coxsackievirus

Protomer

Figura tomada de Modrow, S. Molecular Virology. 3rd edition (2013), 192.

Estudios han mostrado que coxsackievirus no solo induce lisis directa a las células
tumorales, sino que también puede promover la respuesta inmune al inducir la liberacién
de moléculas asociadas a dafio (DAMPSs), la infeccidn por este virus también induce la
infiltracion de células NK vy linfocitos T, lo cual puede incrementar la liberacién de IFNs
(4,15).

Una ventaja de este virus es que no requiere muchas modificaciones para aumentar su
actividad oncolitica o su especificidad. También se ha visto que genera una fuerte
respuesta inmune en el proceso de infeccion. Sin embargo el hecho que algunas
personas hayan estado expuestas al virus en algiin momento de su vida, puede generar
inmunidad a la infeccion por coxsackie. Al parecer los anticuerpos generados por parte
del huésped parece que no presentan reactividad cruzada entre serotipos, por lo que
seria necesario determinar el serotipo del virus que presenta respuesta inmune en el

paciente para poder escoger otro serotipo(15,16).

Coxsackievirus A21 (CVA-21) tiene un tropismo natural por algunos tipos de cancer
como melanoma y mieloma mudltiple, pues sobreexpresan ICAM-1 y DAF. Ensayos
clinicos de Fase | y Il estan aplicando CVA-21 intratumoralmente en pacientes con
melanoma, los resultados preliminarles parecen ser satisfactorios. Los ensayos
preclinicos se han realizado con coxsackie nativo, por lo que no se han efectuado

modificaciones genéticas para aumentar su especificidad o potencia oncolitica (4,16).
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1.1.3. HERPES VIRUS

El Herpes simplex virus (HSV-1) es miembro de la familia alfaherpesvirus, de la cual la
varicela también pertenece. Es un virus de DNA de doble cadena con un genoma que
mide aproximadamente 152kb. Aunque la replicacién viral ocurre en el nacleo de la célula

huésped, no se presentan fenbmenos de mutagénesis insercional (4,7,12).

El herpes simplex causa la mayor parte de lesiones en piel, también puede infectar los
nervios periféricos y entrar en estado latente debido al proceso de flujo axoplasmico
retrogrado; permitiéndole al virus permanecer por muchos afios y reactivarse
posteriormente (ya sea por estimulos fisicos como variacion abrupta de temperatura, o
por interaccién con componentes del sistema inmune. Aunque aln no se conoce con
certeza cuales es el mecanismo especifico que media en la reactivacion del virus); como
ocurre en la neuropatia herpética; la pardlisis del nervio facial también se ha asociado a

casos de infeccion por herpes (12,14).

Figura 3. Estructura del Herpes virus
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Figura tomada de Knipe, D. Fields Virology. 6th edition (2013), 1825.

El HSV-1 puede infectar varios tipos de células, entre estas se encuentran las células
epiteliales, por medio de las glicoproteinas de membrana; en el caso de neuronas lo hace

por medio de las proteinas nectinas presentes en la membrana celular(4,8).
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El virus consta de 3 componentes estructurales principales: un ndcleo central donde se
encuentra el DNA viral, una envoltura compuesta de glicoproteinas y la capside. Este
virus causa infecciones liticas y latentes, donde la replicacion viral sucede dentro de las
15 horas de exposicion al virus. Después de la infeccion la célula es lisada, permitiendo la
liberacion de particulas virales(7,8).

T-VEC es un HSV-1 que contiene deleciones en el gen: inhibidor de presentacion de
antigeno (ICP47) y del gen de neurovirulencia ICP34.5. Las modificaciones en estos
genes aumentan la selectividad del virus por células tumorales y previenen la infeccion a
neuronas. La delecién de ICP47 también induce la activacién del promotor US11, su
proteina codificada bloquea la fosforilacion de PKR, lo que previene la apoptosis de la
célula en la infeccion (4,8,12).

Por otra parte, modificacion del HSV-1 al reemplazar el ICP34.5 por el gen codificante al
factor estimulante de colonias granulocito-macréfago (GM-CSF), se ha observado que
aumenta la induccién de actividad antitumoral. T-VEC ha mostrado efectos liticos
potentes en lineas celulares de cancer de pancreas y en lineas de melanoma. También
se han realizado ensayos clinicos en pacientes con carcinoma de cabeza y cuello, con

cancer de pancreas y pacientes con melanoma (4,8,16).

En un ensayo clinico de fase Il, pacientes con melanoma en estadios IlIC y IV fueron
tratados con una dosis inicial de 10° pfu/mL T-VEC por inyeccién intratumoral. Tres
semanas después 10° pfu/mL administrado cada dos semanas hasta presentar toxicidad,
progresion de la enfermedad o la mayor respuesta clinica. La tasa de respuesta fue del

26% entre los 50 pacientes que participaron en el estudio (4,12,14, 22).

Otros estudios también estan usando T-VEC en combinacibn con agentes
inmunoterapeuticos como anticuerpos monoclonales (14,18).

Un ensayo clinico de fase Ib de administracion de T-VEC vy ipilimumab, anticuerpo
monoclonal que bloquea CTLA4, que es un inhibidor de la actividad del linfocito T, han
reportado tasas de respuesta completa de 22%, siendo estos resultados
parciales(7,12,16).
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1.1.4. MEASLES VIRUS

El virus Measles es miembro de la familia paramixovirus, con un genoma de 15kb, mide
150nm de diametro. Contiene seis genes que codifican para ocho proteinas. Para entrar
a la célula utiliza el receptor de la molécula de activacion linfocitica (SLAM), que se
expresa mayormente en linfocitos. Se replica en el citoplasma, produciendo proteinas de
la capside y RNAs virales. Este virus para propagarse induce la fusion entre células, lo

cual genera agregados multicelulares, lo cual al final lleva a la muerte celular (4,13).

Figura 4. Estructura del Measles virus
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Figura tomada de Knipe, D. Fields Virology. 6th edition (2013), 1044.

Measles virus es muy contagioso por via respiratoria, la vacunacion a larga escala ha
atenuado la infeccidn del virus en la poblacion. La infectividad del virus salvaje ha limitado
sSu uso como agente viral oncolitico. Sin embargo el uso de sepas atenuadas son mas

seguras para su estudio (13,14).

Estudios de casos realizados en la década de los 70s documentaron eventos de
regresion espontanea del tumor asociado aparentemente con la infeccibn de measles,
particularmente en cancer de origen hematoldgico.

La cepa atenuada del Measles virus: Edmonston se ha evaluado en algunos ensayos
clinicos para varios tumores, como glioblastoma multiforme, cancer de ovario y mieloma
multiple (4,13,26,27). En el ensayo clinico de fase | de pacientes con cancer de ovario
avanzado se utiliz6 el MV modificado MV-CEA, dosis de 10° a 10° TCIDs, se
administraron intraperitonealmente en pacientes inmune-measles con cancer de ovario

resistente al cisplatino y enfermedad delimitada a la cavidad peritoneal (13,14,27).

Los pacientes seleccionados no podian tener niveles elevados de CEA, y si los

presentaban durante el ensayo, debia ser a causa de la replicacion del virus. En total se
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trataron 21 pacientes a siete niveles de dosis de 10°a 10° TCIDsp, no se observo toxicidad
por dosis. Entre los efectos adversos presentados por los pacientes esta el dolor
abdominal, nausea, anorexia, fatiga y fiebre.

La elevacion de CEA se detectd en un paciente el cual recibié una dosis del grupo de 10°
TCIDs, y en el suero de 3 pacientes (grupo con dosis de 10° TCIDs). La mejor respuesta
objetivo fue de enfermedad estable, lograda por 14 pacientes con una duracién media de
88 dias y un rango de 55 a 277 dias (13,14).

La terapia oncolitica con Measles puede tener dificultades ya que como sucede con otros
virus infecciosos, muchos pacientes pueden haber estado expuestos al virus o a la
vacuna contra este, por lo que es necesaria la modificacién genética del virus para evitar

la respuesta inmune del paciente (4,13,14,19,21).

1.1.5. NEWCASTLE DISEASE VIRUS

El virus Newcastle es un paramixovirus aviar de RNA de cadena sencilla envuelto, con un
tamafo que varia de 200 a 300nm de didmetro. Tiene 6 genes principales que codifican
para: nucleocapside(N), proteina de matrix (M), fosfoproteina (P), proteina de fusion (F),
proteina hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y proteina polimerasa larga (L). La proteina
N forma la nucleocapside que contiene el RNA gendmico para el cual las proteinas P y L
permanecen unidas. La proteina de matrix es no glicosilada y se encuentra debajo de la

envoltura, se sabe que es encargada del ensamblaje del virus (4,7,28).

Figura 5. Estructura del NDV
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Figura tomada de K. Ganar et al. Newcastle disease virus: Current status and our understanding. Virus
Research 184 (2014) 71-81

NDV infecta a las células blanco por fusién con la membrana celular o por endocitosis
directa el virus. Se replica en el citoplasma, por lo que las células que se encuentran
infectadas no presentan mutagénesis insercional. El virus Newcastle es sensible a
interferones de tipo |, y por otra parte las proteinas del virus generan aumento del
interferdn tipo |. Esta caracteristica le confiere especificidad a las células tumorales, pues
estas presentan niveles bajos o nulos de interferon. La sobreexpresién de BCL X, en

células tumorales le confiere sensibilidad a la apoptosis mediada por NDV (12,15,16,28).

NDV activa la apoptosis en células tumorales e induce la activacion del sistema inmune
por el incremento en la produccion de citoquinas como el interferén tipo |, CCL5, factor
estimulante de colonias granulocito macréfago (GM-CSF) y promueve la presentacion
antigénica(4,15,28).

La proteina hemaglutinina-neuroaminidasa (HN) puede actuar como un antigeno que
aumenta la respuesta citolitica de linfocitos T sobre las células cancerosas que se
encuentran infectadas. El virus Newcastle se replica 10* veces més rapido en células
tumorales que en células normales. La apoptosis inducida por el virus Newcastle a las
células tumorales, convierte el microambiente tumoral de un estado inmunosuprimido a

uno proinflamatorio lo cual favorece la respuesta inmune antitumoral (12,28).

Varios estudios indican que NDV tiene una actividad antitumoral contra una variedad de
tumores, sin embargo los ensayos clinicos son limitados. También se ha observado que a
pesar que no hay una respuesta inmune de memoria contra el virus Newcastle en
humanos, la respuesta inducida por el virus al infectar un huésped si es potente, lo cual

limita el rango maximo de dosis para aplicar en humanos(15,16,28).

1.1.6. PARVOVIRUS

El parvovirus pertenece a la familia Parvoviridae, que tiene una capside icosahédrica, un
DNA de cadena sencilla de aprox. 5000 nucleétidos. Tiene 25 nm de diametro, Tiene
secuencias palindromicas terminales (Pal) que sirven como origen de replicacion self-

priming. La transcripcion es regulada por los promotores P4 y P38. Hay dos unidades de
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transcripcion codificando para proteinas no estructural (NS) y estructural (VP) (ver figura
6). La proteina NS: NS1 tiene un rol principal en el ciclo de vida del virus ya que es
esencial para la replicacion del DNA viral, la expresion génica y los efectos citotoxicos
inducidos por el virus (29).

Figura 6. Estructura del Parvovirus
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A) Un modelo de capside icosahédrica, se muestran los 2,3 y 5 ejes de simetria. B) DNA linear de cadena sencilla 5kb. Tiene
secuencias palindrémicas terminales (Pal) que sirven como origen de replicacién self-priming. Transcripcién es regulada por los
promotores P4 y P38. Hay dos unidades de transcripcién codificando para proteinas no estructural (NS) y Estructural (VP)
respectivamente. Imagen tomada de Marchini et al. Virology Journal (2015) 12:6.

El parvovirus oncolitico H-1 (H-1PV) se replica autbnomamente en células blanco, en
cercana relacion con los factores de diferenciacion y proliferacion celular. En modelos in
vitro se ha observado que el H-1PV tiene especificidad por las células tumorales para
replicarse, y posteriormente matarlas; no presenta actividad litica ni replicativa en su

contraparte celular normal (29,30).

Se realiz6 un ensayo clinico con H-1PV en pacientes con tumores malignos de cerebro;
se aplicaron dosis escaladas entre un rango de 1x10° 5x10’,y 1x10° pfu. El tratamiento
inicial fue por inyeccion intratumoral de la mitad de la dosis total por paciente seguido por
9 dias de observacién, donde el virus podria interactuar con el tumor. La reseccion del
tumor fue realizada al dia 10 y la segunda mitad de la dosis fue administrada por varias
inyecciones adyacentes al tumor. Se hizo un nuevo intervalo de 38 dias. Se observo que
todas las inyecciones de virus H-1PV fueron bien toleradas, no se presentaron eventos

de toxicidad por dosis.

Después de mostrar seguridad en el tratamiento por via intratumoral, se realizaron
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ensayos por via intravenosa; Los pacientes fueron inyectados con una dosis total de
5x10’ 0 1x10° pfu de H-1PV. Los pacientes recibieron diariamente infusiones de virus del
10% del total de la dosis administrada del dia 1 a 5, seguido por un periodo de descanso
de 4 dias. Al dia 10, cirugia e inyeccion intraparenquimal de la segunda mitad de la dosis
planeada de H-1PV. Después de la inyeccion intravenosa no se observaron efectos
adversos, no fiebre ni signos de infeccion por virus. Basado en estos ensayos se puede
considerar al H-1PV bien tolerado y seguro a una dosis acumulativa de 1x10°pfu
(30,31).

1.1.7. POLIOVIRUS

Es un virus no envuelto, pertenece a la familia picornaviridae, RNA de cadena sencilla 'y
tiene 30 nm de diametro. El virus de polio entra a la célula al unirse a CD155, luego de la

internalizacion viral se replica en el citoplasma (4,32).

Figura 7. Estructura del Poliovirus

Figura tomada de Knipe, D. Fields Virology. 6th edition (2013), 455.

El poliovirus es muy patogénico en los seres humanos, pues de los individuos infectados
por el virus desarrollan poliomelitis paralitica en aproximadamente el 1% de los casos,
esto es debido a la destruccion de las motoneuronas del asta anterior posterior a la

infeccion.

Por esto el poliovirus necesita ser atenuado para utilizarse como virus oncolitico. Un

estudio mostré que una cepa atenuada: Sabin, presento tropismo por células de glioma,
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lo cual probablemente est& relacionado con la sobreexpresion de CD155 en este tipo de
tumor (4,15).

El poliovirus reconoce un Unico receptor de la célula huésped el cual es necesario y
suficiente para generar susceptibilidad por el virus. El receptor del poliovirus Necl5 o
molécula 5 similar a la nectina, es una molécula de adhesion celular involucrada en

procesos de movimiento celular, adhesion y de polaridad celular.

Para reducir la neurovirulencia del poliovirus es atenuado al reemplazar el sitio de
entrada interno del ribosoma (IRES) con un IRES del virus rhino tipo 2 humano (HRV2),
denominado a este constructo RIPO. Cuando se realiza este reemplazo la selectividad

del poliovirus —RIPO (PVS-RIPO) aumenta por las células de Glioblastoma multiforme.

HRV2 IRES se une al heterodimero DRBP76—NF45 (comprising cellular double-stranded
RNA-binding protein 76 y el factor nuclear de células T activado); esta interaccion

bloguea la replicacién viral en neuronas normales, pero no en células de glioma (4,15,32).

Los buenos resultados obtenidos de ensayos preclinicos de PVS-RIPO en modelos de
Glioblastoma multiforme, han permitido empezar ensayos clinicos de fase | en pacientes

con Glioblastoma multiforme (4,32).

1.1.8. REOVIRUS

Miembro de la familia Reoviridae, es un virus con RNA de doble cadena no envuelto, su
genoma estad compuesto por 10 segmentos de dsRNA, con una capsula icosaédrica de
superficie exterior y un nucleo interno. Hay tres serotipos de reovirus: serotipo 1 Lang
(T1L), serotipo 2 Jones (T2J) y serotipo 3 Dearing (T3D) (4,33,34).

La replicacion viral ocurre en el citoplasma de las células infectadas. En células normales
el reovirus inicia su proceso de transcripcion al producir RNAs virales que ayudan en la
replicacion, pero también activa la via PKR; sin embargo en células Ras transformadas la
via PKR esta blogueada. Por esto el reovirus tiene como células blanco a los tumores
Ras mutantes (33,34).

Por este tropismo natural del Reovirus se ha estudiado en diversos tipos de cancer como

gliomas, melanoma, cancer colorrectal y cancer de ovario. Entre el 70- 100% de
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pacientes participantes en algunos ensayos, resultaron seropositivos para anticuerpos

neutralizantes contra el reovirus (4,7,8,13).

El primer ensayo clinico fase | que utilizd al reovirus como monoterapia oncolitica,
consisti6 en monoterapia intralesional de 18 pacientes con tumores solidos avanzados,
incluyendo cancer de mama, sarcomas de tejidos blandos, cancer de cabeza y cuello y
melanoma. EL estudio buscaba determinar la seguridad y la tolerancia de la
administracién percutanea intralesional de reovirus en pacientes que habian tenido
intervenciones terapéuticas previas. Los pacientes fueron monitoreados por 6 semanas,
la toxicidad fue medida de acuerdo a los criterios de toxicidad del grupo de ensayos
clinicos del Instituto Nacional de Cancer y la respuesta tumoral fue medida por los
criterios (RECIST). (33,34)

Figura 8. Estructura y replicacién del Reovirus
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(A) Reovirus: proteinas de la capside externa e interna; (B) Perfil Genomico dsRNA serotipos de reovirus 1 Lang, 2 Jones,

and 3 Dearing; (C) Ciclo de vida del reovirus. LA unién es mediada por (1a) union al acido sialico, (1b) Asociacion JAM-A
y (1c)Unién a integrina; (2) Reovirus es internalizado por endocitosis dentro de endosomas tardios/lisosomas; (3) proceso
de desnudamiento/descubrimiento a través de (3a) remocion proteolitica de 63, (3b) clivaje de ul a &, y(3c) pérdida
concomitante de ol con penetracion de la membrana y transicion a nucleos; (4) +sense RNAs Viral es transcrito y
liberado por las particulas del nacleo citoplasmatico; (5) Proteinas del Reovirus son expresadas y (6) Ensamblaje de las
particulas con +sense RNAs dentro del nucleo de la progenie; (7) dsRNA genomico es sintetizado dentro del nacleo de la
progenie, los cuales sirven para amplificar la sintesis macromolecular del reovirus; (8) Reovirus es ensamblado
completamente por adicion de proteinas de la capside externa y liberado de la célula por lisis y/o apoptosis. Tomado de
Mohamed, A. Viruses 2015, 7, 6251-6278.

Después de seis semanas un paciente mostr0 respuesta completa, dos pacientes
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mostraron respuesta parcial, cuatro pacientes enfermedad estable, y diez mostraron
enfermedad progresiva. Estos resultados mostraron por primera vez que el reovirus
administrado intralesionalmente hasta 1x10™ pfu como monoterapia, es bien tolerado y
seguro, sin toxicidad por alcanzar el limite de dosis (33, 34).

Basados en los resultados obtenidos en este ensayo, se realizé un estudio translacional
para determinar la actividad oncolitica del reovirus en modelos preclinicos y en seis
pacientes con cancer de prostata. Los pacientes primero recibieron una Unica inyeccion
de reovirus de 1x10" puf, y tres semanas después se les realiz6 prostatectomia. El
ensayo de inmunohistoquimica en los tejidos tumorales de prostata resecados mostré la
afinidad del reovirus para infectar tejido tumoral en lugar de tejido normal de préstata.
También se demostré apoptosis e infiltracion linfocitaria en las muestras tumorales (18,
34).

Dos ensayos clinicos posteriores observaron si el reovirus puede ser administrado
sistémicamente de forma segura para tratar tumores y sus metastasis asociadas. En uno
se observo al examen de las muestras histologicas obtenidas de biopsia post-tratamiento
gue habia necrosis extensiva y marcadores de replicacién viral (34).

El segundo estudio tratd 33 pacientes, tres presentaron niveles reducidos de marcadores
tumorales posterior a la administracion de reovirus. Un examen con tomografia
computarizada mostré necrosis del tumor en un paciente, presentando un 12% de

reduccion.

Los resultados de estos dos ensayos clinicos de fase | confirmaron los resultados de
seguridad de aplicacién del reovirus obtenidos en otros ensayos previos. Esto permitid
llegar a la conclusion que inyecciones intravenosas mensuales de reovirus son bien

toleradas y seguras en pacientes con tumores malignos avanzados.

El primer ensayo clinico fase Il para monoterapia con reovirus intravenoso se realiz6 con
pacientes que presentaban melanoma metastésico. En el estudio 21 pacientes fueron
inyectados intravenosamente con reovirus a dosis de 3x10*° TCIDs, , una vez cada 60

minutos entre los dias 1-5 cada 4 semanas, y fueron monitoreados por 8 semanas(34).

Ningun paciente mostro respuesta completa (CR) o respuesta parcial (PR), sin embargo
un paciente presentd necrosis tumoral extensiva en dos lesiones metastasicas después

de 2 ciclos de tratamiento. Se confirmé la evidencia de los resultados anteriores con
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respecto a la seguridad y tolerancia a la administracion de reovirus.

Sin embargo no se mostré la efectividad del reovirus usado como monoterapia en
tumores agresivos, pero por los resultados de tolerancia y seguridad a la administracion
sistémica, puede ser utilizado en terapia combinada con otros medicamentos

antitumorales.

Se realiz6 un ensayo clinico combinando gemcitabina con reovirus, para el tratamiento de
16 pacientes con tumores malignos avanzados incluyendo: Cancer colorrectal, de mama,
cancer de ovario, NSCLC, fibrosarcoma, adenocarcinoma esofagico, colangiocarcinoma,
carcinoma pobremente diferenciado e indiferenciado. La dosis de reovirus fue de 1x10
TCIDs en el dia 1, y gemcitabina a 1000mg/m2 en dia 1 y 8 de un ciclo de 21 dias. De
los diez pacientes evaluados, un paciente presentd respuesta parcial (PR) y leve
disminucion del tumor después de cuatro ciclos de terapia (34).

Los estudios clinicos de terapia combinada de reovirus con otros agentes
guimioterapéuticos han mostrado que el reovirus es seguro en su administracion y que no
aumenta la toxicidad del otro medicamento administrado o viceversa; dicho medicamento
no aumenta la toxicidad del reovirus (4,7,8,13,14,33,34).

1.1.9. VACCINIA VIRUS

Es un miembro de la familia de poxvirus, tiene un dsDNA del90kb. Se replica en el
citoplasma de la célula huésped, por lo que eventos de mutagénesis insercional son poco
probables. El virus vaccinia presenta un tropismo alto por células tumorales. El virus entra

a la célula por un proceso endocitico por medio de la membrana celular (4,8,14,35,36).

Las infecciones por vaccinia virus de personas inmunocomprometidas pueden causar
enfermedades sistémicas; sin embargo en personas inmunocompetentes las infecciones

son asintomaticas (4,8,14,).

Debido al tamafio de su genoma, vaccinia tiene la capacidad de aceptar largos
transgenes; el virus se ha modificado para expresar antigenos tumorales como PCA,CEA
y mucin 1; moléculas coestimulatorias de células T y citoquinas inflamatorias. Tambien se
ha observado que induce una fuerte respuesta inmune, tanto celular como humoral
(14,15,16).
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Figura 9. Estructura del Vaccinia Virus
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Figura tomada de Modrow, S. Molecular Virology. 3rd edition (2013), 834.

Un virus vacinia codificante de B7.1molecula co-estimulatoria de célula T (rV-B7.1) fue
evaluado en un ensayo clinico fase | en pacientes con melanoma avanzado; se observé
que el virus es seguro, los pacientes desarrollaron respuesta de célula T especifica para
melanoma. Se encontré que 3 de 12 pacientes mostraron evidencia de regresion tumoral,

de los cuales uno presento respuesta completa (35).

Un virus vaccinia que codificaba al factor estimulante de colonias granulocito-macrofago
GM-CSF (JX-594) fue evaluado en un estudio aleatorizado de hallazgo de dosis; 30
pacientes que presentaban carcinoma hepatocelular avanzado recibieron una baja dosis:
10®%pfu, un total de 14 pacientes o altas dosis: 10°pfu un total de 16 pacientes: recibieron
inyecciones intratumorales los dias 1,15y 29 (35).

Se observo expresion de GM-CSF y replicacion viral antes de la respuesta terapéutica.
Se presenté un 15% de tasa de respuesta. La supervivencia media fue mayor en
pacientes que recibieron dosis altas de virus: 14.1 meses, comparado a los pacientes que
recibieron bajas dosis: 6.7 meses (35).

Los ensayos clinicos de vaccinia virus han reportado buena seguridad en la
administracién al igual que baja toxicidad dada por efectos adversos menores como
fiebre y dolor local (16,35).
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1.1.10. VESICULAR STOMATITIS VIRUS

El virus Stomatitis (VSV) pertenece a la familia Rhabdoviridae, RNA de cadena sencilla
con sentido negativo, es un virus envuelto. Puede infectar un amplio espectro de tipos
celulares. Este virus se replica en el citoplasma de las células infectadas, pero no hay
integracion del genoma viral en el genoma del huesped por lo cual no hay insercion
mutacional. Su genoma de 11kb codifica 5 proteinas: Glicoproteina de superficie

(G),nucleocapside (N), fosfoproteina (P), polimerasa larga (L) y matrix (M). (37)

Figura 10. Estructura del VSV

G protein

Envelope

Nucleocapsid
(N protein + RNA)

M protein

Figura tomada de Knipe, D. Fields Virology. 6th edition (2013), 891.

Un estudio in vitro evalu6 el efecto oncolitico del VSV en células de cancer de ovario, se
observé que al tratar las células de ovario no tumorales, estas presentaban bajos titulos
virales y su crecimiento fue regular por el periodo examinado de 3 semanas. Sin embargo
al tratar las células de cancer de ovario con VSV, la replicacion viral fue elevada desde el
primer dia de aplicacion y las células tumorales murieron al tercer dias post-aplicacion de
VSV (15,37).

Su oncoespecificidad se debe al defecto en la produccién de interferon tipo | en células
tumorales, lo que le permite infectar diferentes tipos de tumores. Un estudio evalu6 VSV
modificado con IFNB: VSV-hIFNB en macacos Rhesus administrado por inyeccion
intrahepatica; no se presentaron sintomas neuroldgicos y se considerd seguro en su

administracion (15,37).

La siguiente tabla resume los principales virus oncoliticos que estan siendo evaluados en
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clinica.

Tabla 1. Virus Oncoliticos en Ensayos Clinicos

NUMERO DE ENSAYOS CLINICOS

VIRUS FABRICANTE MODIFICACION TUMORES
FASE | | FASE Il I FASE Il
Adenovirus
Onyx Tipo 2/5 quimera, Céncer de cabezay cuello, de pancreas, de
Onyx-015 v . po2/5a » 6 6 0 . Y . P . .
Pharmaceuticals E1B delecion ovario,colorrectal, gliomas, metastasis
H101 Shanghai E1B delecion, : 2 1 Carcinoma de celulas escamosas y cancer de
Sunwaybio delecion parcial E3 cabezay cuello
DNX-2401 DNAtrix Insercidon A24-RGD 4 0 0 Glioblastoma, cancer de ovario
L Insercién PH20 .
VCN-01 VCN Biosciences . . 2 0 0 Cancer de pancreas
hialuronidasa
Colo-Ad1 PsiOxus' Quimerico Ad11/3 1 3 0 Cancer de colon, NSCLC, car41cer renal, de vejigay
Therapeutics grupo B de ovario
., Cancer de pancreas, de pulmén, de mama,
ProstAtak Advantagene Inserciéon TK 4 1 1 . .
mesoteliomay cancer de prostata
Oncos-102 Oncos Insercién 1 0 0 Canceres solidos
Therapeutics A24-RGD-GM-CSF
CG0070 Cold Genesys GM-CSF y delecion E3 1 1 1 Céancer de vejiga
Vaccinia virus
Pexa-vac Jennerex Insercién GM-CSF, 7 6 0 Melanoma, cdncer hepatico, de mama, colorrectal
(JX-594) Biotherapeutics disruocion TK y carcinoma hepatocelular
D'SFUpc'?n,TK’ de Cancer de pufimén, de cabezay cuelloy
GL-ONC1 Genelux hemaglutininay de 4 1 0 )
mesotelioma
F14.5L
Herpesvirus
Delecién d? ICPSfl:Sy Melanoma,céncer de cabezay cuelloy de
T-VEC Amgen de US11, insercion 2 3 2
pancreas
GM-CSF
G207 Medigene De_IeC|or_1 ,de ICP34.5, 3 0 0 Glioblastoma, céancer de ovario
disrupcion de UL39
Delecién UL56,
HF10 Takara Bio seleFC|onafio para una 2 1 0 Cancer de mama, melanomay cancer de pancreas
copia parcial unica de
UL52
SEPREHVIR Virttu Biologics Delecién de ICP34.5 5 1 0 Carcinoma hepatocelular, glioblastoma,
irttu Bi i i 2
(HSV1716) g mesotelioma, neuroblastoma
OrienGene Delecion de ICP34.5,
OrienX010 Biotechnolo de ICP47 e insercion 1 0 0 Glioblastoma
&Y de GM-CSF
Reovirus
. Glioma, sarcomas, cancer colorrectal , NSCLC,
. Oncolytics X . o
Reolysin Biotech Ninguna 15 9 0 cancer de ovario, melanoma, cancer pancredtico,
de cabezay cuello, mieloma multiple
Seneca Valley virus
Tumores neuroendocrinos, neuroblastoma
SVV-001 Neotropix Ninguna 3 1 0 > € v
cancer de pulmén
Coxsackievirus
Cavatak . . . ¢
Viralytics Ninguna 3 1 0 Melanoma, cancer de mamay de prostata
(CVA21)

GM-CSF, granulocyte—macrophage colony-stimulating factor, NSCLC, non-small-cell lung cancer; RGD, Arg-Gly-Asp motif; TK, thymidine

kinase; US11, unique short 11 glycoprotein. Tabla adaptada de Oncolytic viruses: a new class of immunotherapy drugs. Howard L.

Kaufman SEPTEMBER 2015 | VOLUME 14 | DRUG DISCOVERY
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2. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢,Cuales son los métodos utilizados en la aplicacion de virus oncoliticos para tratamiento
del cancer en humanos o animales?

De los métodos encontrados, ¢Cudles son los mas efectivos que permiten a los virus
oncoliticos eludir las barreras biologicas en seres humanos o animales y su posterior
entrada al tumor?

3. FORMULACION DEL PROBLEMA

En el Laboratorio de Biologia Molecular de Virus de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia, se han realizado estudios en los cuales se encontro
gue cepas rotavirales aisladas en el laboratorio infectan y lisan las lineas celulares Sp40
Ag-14 (mieloma de raton), U-937 (linfoma histiocitico), REH (leucemia linfocitica aguda),
Kato Il (carcinoma gastrico), J774 (sarcoma de células reticulares), MDA y MCF-7
(adenocarcinoma de mama), PC3 (adenocarcinoma grado |V de préstata), sugiriendo que
las cepas estudiadas son potenciales virus oncoliticos. Adicional a los estudios in vitro, se
ha estudiado los rotavirus en un modelo in vivo, en las cuales estan presentes no solo la
distribucion espacial de las células tumorales, si no a su vez el sistema inmune en
tumores generados a partir de inocular subcutaneamente células SP2/O en ratones
Balb/c, en lo denominado tumores lisogénicos. En este modelo se ha aplicado el virus en
forma directa, denominada intratumoral. Sin embargo, internacionalmente se ha
propuesto lineamientos que permiten evaluar un balance entre el potencial oncolitico del
virus y los riesgos asociados con el uso del virus candidato a utilizarse. Por esto, es
necesario hacer una revision de la literatura respecto a determinar los articulos cientificos
relacionados con los métodos y técnicas utilizadas para aplicar virus oncoliticos en
animales o humanos para tratar el cancer; clasificar los virus oncoliticos que en la
actualidad se utilizan para terapia oncolitica; seleccionar las técnicas utilizadas para
envolver los virus y eludir de esta manera el sistema inmunoldgico antes que el virus
llegue al tumor y seleccionar los métodos utilizados para aplicar el virus al paciente y
hacer que este alcance el tumor.
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad se buscan nuevas alternativas para la prevencion y opciones
terapéuticas al tratamiento convencional del cancer (radioterapia y quimioterapia). Se ha
reportado que algunos virus pueden infectar, disminuir la viabilidad de células tumorales o
lisarlas (oncolisis); estos virus se estudian primero in vitro, en lineas tumorales, luego in
vivo en modelos animales y posteriormente en los pacientes humanos. Hasta la fecha no
existe ningun reporte donde se evalué a rotavirus como potencial virus oncolitico. El
objetivo del presente trabajo es hacer una revision de la literatura respecto a determinar
los articulos cientificos relacionados con los métodos y técnicas utilizadas para aplicar
virus oncoliticos en animales o humanos para tratar el cancer; clasificar los virus
oncoliticos que en la actualidad se utilizan para terapia oncolitica; seleccionar las técnicas
utilizadas para envolver los virus y eludir de esta manera el sistema inmunoldgico antes
que el virus llegue al tumor y seleccionar los métodos utilizados para aplicar el virus al
paciente y hacer que este alcance el tumor. Lo anterior es necesario hacerlo porque
algunos ensayos clinicos han demostrado que los virus oncoliticos se pueden administrar
sistémicamente de forma segura y con una baja toxicidad. La administracion intravenosa
ofrece la oportunidad de tratar el tumor primario y la metastasis simultdneamente. No
obstante, algunos estudios muestran que la eficiencia podria estar limitada por la
toxicidad sobre los tejidos normales y/o la presencia de una respuesta inmune
preexistente en los sujetos tratados. Por esta razon es necesario revisar los estudios que
se han hecho in vivo, en tumores alogénicos y singénicos porque nos permitira adquirir
experiencia indirecta sobre técnicas y métodos que podremos tener en cuenta a la hora
de aplicar el rotavirus en un animal o en un humano con metastasis. Conocer y sintetizar
estos aspectos es muy importante para aplicar el rotavirus en animales o en ensayos
pilotos en humanos para poder evaluar la selectividad infecciosa del rotavirus por las
células tumorales y no tumorales e inferir la seguridad clinica.
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5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar la literatura cientifica sobre los métodos y técnicas utilizadas para aplicar virus
oncoliticos en animales o humanos para tratar el cancer.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Seleccionar los articulos cientificos en bases de datos Pubmed, Jstor, Ebsco,
Medline, de articulos relacionados con los métodos y técnicas utilizadas para
aplicar virus oncoliticos en animales o humanos para tratamiento del cancer.

e Clasificar los virus oncoliticos que en la actualidad se utilizan para terapia
oncolitica.

e Seleccionar las técnicas utilizadas para envolver los virus y eludir de esta manera
el sistema inmunoldgico antes que el virus llegue al tumor

e Seleccionar los métodos utilizados para aplicar el virus al paciente y hacer que
este alcance el tumor
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6. MATERIALES Y METODOS

Utilizando bases de datos electrénicas, se realizd una busqueda sistemética de literatura
original y de revision publicada entre 1990 y 2016 sobre métodos o técnicas utilizadas
para el tratamiento del cancer en animales o humanos mediante el uso de virus
oncoliticos. Para esto se utilizaron plataformas de blsqueda como clinicaltrials.gov, y
bases de datos como Pubmed, Jstor, Ebsco, utilizando las palabras claves “oncolytic

virus”, “application oncolytic virus”, “Therapy oncolytic virus”, “oncolytic immunotherapy”,
“viral oncotherapy”, “tumour targeting”, “viral vector cancer therapy”.

Los criterios de inclusion en la busqueda de literatura fueron: literatura este comprendida
entre 1990 y 2016; que el aspecto central de la literatura este representado por el uso de
virus silvestres 0 modificados utilizados para el tratamiento del cancer; sobre técnicas
utilizadas para envolver el virus y eludir de esta manera el sistema inmunoldgico antes
que el virus llegue al tumor; sobre métodos utilizados para aplicar el virus al paciente y
hacer que este alcance el tumor, o propuestas que la literatura incluya sobre modelos
para aplicar los virus oncoliticos en el tratamiento del cancer. Criterios de exclusién:
Literatura en cuyos modelos experimentales no se realizaron ensayos in vivo.

Tabla 2. Resultado de busqueda en bases de datos

BASE DE DATOS
PALABRAS CLAVE PUBMED EBSCO JSTOR
Application oncolytic virus 57 58 21
Oncolytic immunotherapy 39 91 141
Oncolytic virus 141 *1603 115
Therapy oncolytic virus 191 110 103
Viral oncotherapy 21 6 4
Viral vector cancer 81 47 16604
therapy
Virus tumour targeting 25 36 386
TOTAL 555 348 770

* No fueron tenidos en cuenta para la revision sistematica

De los articulos encontrados (ver tabla 2 y Anexo A) 121 cumplieron con los criterios de
inclusion y exclusion; de los cuales 37 articulos fueron resumidos y clasificados en el
capitulo de Marco Conceptual y 84 articulos fueron clasificados y resumidos en el
capitulo de resultados.
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/. RESULTADOS

7.1. Métodos para aplicacion de virus

Existen diversos métodos para mejorar la especificidad y la eficacia de los virus
oncoliticos para tratar los diversos tipos de cancer, a continuacion se citaran los métodos

encontrados en la revision sistematica.
7.1.1. Células transportadoras

A la administracion directa de virus oncoliticos al tumor, o por via intravenosa u otras
(intraperitoneal, intratecal), se ha encontrado la manera de infectar células del paciente o
animal que sirvan como “transportadoras” de los virus. Una ventaja es que se protege al
virus de la respuesta del sistema inmune, lo cual permite que haya una mayor
biodisponibilidad del virus. Otra ventaja es que segun el tipo de célula transportadora
puede presentarse replicacion viral, lo cual posibilita que hayan mas particulas virales

gue la cantidad original transducida en dichas células transportadoras(38, 39).

El tipo de célula transportadora puede variar segun la etiologia del tumor: epitelial,
mesenquimal, células del sistema inmune: células T, dendriticas; segun el tipo de tumor:
si es sdlido o de tipo hematopoyético. No solo se han usado células normales, también
células tumorales han sido utilizadas como transportadoras, al igual que células madre
(40-43).

Muthana y colaboradores (44) utilizaron como células transportadoras a macrofagos;
estos fueron infectados con adenovirus e inyectados a ratones xenotransplantados con
tumor de préstata, 48 horas posterior a tratamiento con docetaxel y/o irradiacion, no se
observé nueva proliferacion del tumor post tratamiento en los ratones comparado a los
gue no se aplicaron macréfagos infectados, también se observé mayor sobrevida de

dichos ratones.

En un estudio previo estos investigadores también utilizaron macroéfagos como
“transportadores” de adenovirus en donde se evidencié inhibicién de crecimiento tumoral
prostatico y metastasis pulmonares en ratones atimicos xenotransplantados, con
evidencia de infiltracion en zonas hipoxicas del tumor, esto dado por 3 mecanismos: la

afinidad propia de los macrofagos a regiones hipoxicas, el constructo insertado en los
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adenovirus utilizando un promotor inducible por hipoxia lo cual indujo la replicacién viral
en el macréfago y la afinidad del adenovirus por las células tumorales prostéticas también
generado por promotores especificos de prostata (45).

Estudios realizados utilizando células madre neuronales (NSCs) muestran que al infectar
dichas células con un adenovirus de replicacion condicional (CRAd-S-pk7) e inyectarlas
intracranealmente a ratones atimicos xenotransplantados con gliomas de origen humano;
presentan disminucién en el crecimiento tumoral y mayor sobrevida en comparaciéon al

grupo con aplicaciéon de adenovirus libre (46).

Estudios con células madre mesenquimales derivadas de la medula 6sea (BMhMSCs) de
pacientes con hepatocarcinoma e infectadas con measles virus; evidenciaron que los
ratones al ser implantados ortotopicamente con células de hepatocarcinoma humano, e
inmunizados pasivamente con anticuerpos neutralizantes anti-measles; presentan una
respuesta antitumoral aumentada respecto a los ratones no inmunizados pasivamente y a

los que fueron infectados con virus libres (47).

Otros ensayos han utilizado células mesoteliales humanas (MC) como transportadoras de
HSV-1 en ratones Balb/c con transplantes subcutaneos e intraperitoneales de celulas
tumorales de ovario, se observd que al inmunizar pasivamente con anti-HSV-1
presentaron un mayor efecto oncolitico el grupo de ratones inyectados con virus

transportados por MC con respecto a los virus libres (48).

Un estudio inicial también utiliz6 HSV-1 pero como célula transportadora utilizé a la linea
de teratocarcinoma humano (Pa-1) presentando mayor infeccion en regiones tumorales

de ovario con respecto al HSV-1 libre (49).

Otro estudio utiliz6 un modelo murino de metastasis pulmonares y nodulares cuyo origen
fue una linea celular de hepatoma de rata, utilizando como célula transportadora a esta
linea celular al parvovirus H-1. Los resultados mostraron que las ratas tratadas con
virus transportados presentaron menor generacion de anticuerpos neutralizantes y

supresion de eventos metastasicos con respecto a las tratadas con virus libres (50).

En un estudio clinico fueron reclutados diez pacientes que presentaban metéstasis
hepaticas por cancer colorectal primario, se administré un unico ciclo de monoterapia con
reovirus intravenoso TCID50 1 x 10%° , dicho ciclo se hizo previo a la reseccion de

metastasis hepéticas por cancer colorrectal por un periodo de 5 dias (51).
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Figura 11. Esquema del ensayo clinico
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Figura tomada de Adair R. Cell carriage, delivery, and selective replication of an oncolytic virus in tumor in
patients. 2014;4(138).

Como células transportadoras usaron células mononucleares de sangre periférica
(PBMC). Al comparar muestras de sangre, tejido tumoral resecado y tejido normal, se
observo la presencia selectiva del reovirus en el tumor y la proteccion por la célula

transportadora brindada al reovirus en la circulacion (51).

Power y colaboradores utilizaron una linea celular de carcinoma de colon murino (CT26)
como transportador de VSV, usando como modelo ratones balb/c generaron tumores en
pulmén por inyeccién de células CT26 (3x10°) y tumores subcutaneos en flancos (10°).
Fueron tratados 3 dias por semana por 4 semanas con PBS, viriones desnudos
(5x108PFU) o con células transportadoras de VSV (10°). Se efectu6 inmunizacién pasiva
del VSV en los ratones por medio del suero obtenido de un raton inyectado con VSV. Se
observo en el grupo de ratones inyectados con VSV desnudo una baja infiltracién del
virus en los tumores, comparado a los inyectados con VSV en célula transportadora, al
igual que una disminucion en el crecimiento del tumor. Al utilizar otra celula
transportadora: una linea celular de leucemia murina (L1210) se observé mayor
diseminacion: en pulmones y cavidad abdominal, pero la presencia del VSV se observé

mayormente en las regiones tumorales en pulmon y subcutaneo (52).

Un reciente estudio utilizd6 un adenovirus de replicacion condicional que expresa
hialuronidasa soluble (ICOVIR17) en un modelo murino de glioblastoma multiforme
(GBM) nodular, obtenido por implantacién intracraneal de células GBM humanas (U87).
Utilizaron células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano (MSC)
como células transportadoras del adenovirus ICOVIR17 y a su vez encapsularon dichas
MSC en matrix extracelular sintetica biocompatible (SECM), los experimentos mostraron

una regresioén en el crecimiento tumoral y aumentd de la supervivencia en el grupo en el
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gue se inyectaron MSC-seCM- ICOVIR17 con respecto a los grupos inyectados con
MSC-seCM, ICOVIR17 o PBS; en donde estos dos Ultimos grupos presentaron una

sobrevida similar (53).

Figura 12. Supervivencia de modelos murinos segln tratamiento administrado.

Median
Days 0 30 40 5 60 70 80 Therapy survival
PBS 4 2 1 0 0 0 O PBS 345
sECM-MSC 4 2 41 8 0 0 @ SsECM-MSC 315
ICOVIR17 4 1 1 0 0 0 O ICOVIR17 29
MSC-ICOVIR17 6 6 4 2 1 1 0  SECM-MSCICOVIR17 455

Figura adaptada de Martinez-Quintanilla J. Encapsulated Stem Cells Loaded With Hyaluronidase-expressing
oncolytic Virus for Brain Tumor Therapy. Mol Ther. 2014;23(1):1-11.

7.1.2. Encapsulacién: Liposomas y polimeros

Otro método para aumentar la eficacia y eficiencia de infeccion de virus oncoliticos a
tumores en modelos in vivo es la encapsulacién con liposomas y formacion de complejos
con polimeros; esto protege a los virus del sistema inmune del huésped, y mejora la
especificidad del virus hacia el tumor. La union a polimeros puede efectuarse por
conjugacion quimica entre proteinas de la capside o por ingenieria fisica por medio de

interacciones electrostaticas (54).

Los polimeros también son modificados en su cubierta con proteinas tipo receptor,
proteina G o anticuerpos con blancos que aumentan la afinidad por las regiones

tumorales (55).

Estos métodos han mostrado aumento en el tiempo de circulaciéon en sangre, disminucion
en la interaccion con componentes sanguineos (anticuerpos neutralizantes,

complemento, entre otros) y mayor biodisponibilidad del virus en tumores (56-61).

Estudios han mostrado que el uso de aptameros (DNA, fraccion Fc) ligados a la capside
viral, bloquean la interaccién con anticuerpos neutralizantes al igual que aumentan su

infectividad a pesar de la presencia de dichos anticuerpos (62).
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Yang y colaboradores usaron adenovirus recombinante (Ad-hEndo) encapsulado en
liposomas (PEG-PE) y lo aplicaron en un modelo murino de cancer de ovario (por medio
de la linea celular SKOV-3: cistocarcinoma de ovario humano ), se observo que la
administracion sistémica en ratones con cancer de ovario Ad-E/Lipo (1x10° p.f.u.),no
indujo una respuesta de anticuerpos considerable, si una disminucion en el tamafio
tumoral (con aumento de eventos apoptéticos al examinar muestras tumorales) y tiempos

de sobrevida mayores de los ratones con respecto a los grupos control (63).

Figura 13. Tamafo tumoral y sobrevivencia de modelos murinos segln tratamiento

administrado
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Figura tomada de Yang L. Suppression of ovarian cancer growth via systemic administration with liposome-

encapsulated adenovirus-encoding endostatin. Cancer Gene Ther. 2010;17(1):49-57.

En un estudio se modific6 el tropismo natural de un adenovirus al utilizar un polimero
(Poly-(2-hidroxipropil)methacrylamida (pHPMA) unido a un ligando (MEGF: factor de
crecimiento epidermal murino) para redirigirlo a células tumorales que sobreexpresaban
el receptor del mMEGF: EGFR. Ratones desnudos fueron implantados con celulas SKOV-
luc (linea celular de cancer de ovario humano) intraperitonealmente (1x10”) y 96 horas
después tratados con 3 dosis (intervalo de 72 horas entre dosis) de 5x10'° particulas
virales AD5WT, pHPMA-Ad5WT (adenovirus ligado al polimero) o mEGF- pHPMA-
Ad5WT (adenovirus-polimero-factor de crecimiento epidermal) los resultados mostraron
que ratones tratados con ad5WT  presentaron alta frecuencia de adhesiones
peritoneales y obstrucciones intestinales subagudas, por lo que se requirié eutanasia en
el 20% de los ratones. Mientras que los tratados con o0 MEGF- pHPMA-Ad5SWT
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presentaron una mejora significativa en eventos como adhesiones peritoneales y
obstruccién intestinal, sin embargo no se observé diferencia en el efecto antitumoral con
respecto al AdDSWT (64).

Un estudio similar utilizé el polimero metoxipolietilenglicol amino (MPEG-NH2, Mw 5000)
unido a adenovirus en un modelo xenograft murino con células HT1080 y A549
(fibrosarcoma humano y adenocarcinoma de pulmén respectivamente), el polimero sirve
como proteccion del sistema inmune e interaccidon con anticuerpos seéricos, se observé
una relacion de localizacién viral de tumor/higado mucho mayor al control con adenovirus

desnudo inyectado (65).

Un estudio utiliz6 vaccinia virus atenuado (GLV-1h68) el cual fue colocado en un polimero
de proteina similar a la elastina de seda: silk-elastin-like protein polymer (SELP) en un
modelo murino de carcinoma anaplasico de tiroides humano (linea celular 85505c)

establecido al inyectar 5x10° células en un flanco subcutadneamente en ratones atimicos.

Se observé una mayor expresion viral en el tumor con respecto a los ratones con virus
libres inyectados. Se evidenci6 también disminucion del volumen tumoral entre los 5y 22
dias post inyeccion pero sin una diferencia estadisticamente significativa con respecto a
los ratones con virus libres inyectados (66).

Otro ensayo utiliz6 un compuesto L-carnosina, el cual se ha mostrado previamente que
tiene un efecto anti-proliferativo celular; realizaron unién electrostatica con la capside de
un adenovirus y se evalué en un modelo xenograft murino de cancer de colon y pulmén,
en donde se observo reduccién en el crecimiento del tumor, el cual segln los ensayos in

vitro fue causado por induccidn de apoptosis de las células tumorales (67).

Recientes ensayos combinaron dos métodos desarrollados para virus oncoliticos: la
ingenieria genética de measles virus (MV-NPL: genes N, P,L silvestre del MV tipo salvaje)
y el encapsulamiento multicapa del virus: colocacién capa por capa de polimeros iénicos.
Se compar6 su actividad antitumoral en modelo murino consistente en la inyeccion
subcutanea en flanco de 1 x 10° células HEp2 (cancer laringeo humano), 3 x 10° células
A549 (cancer de pulmén humano), o 3 x10° células WiDr (cancer de colon humano). Los
virus se inyectaron una vez por semana dos dias después de la inoculacion tumoral ((2.5

x 10° TCIDso) En los 3 experimentos se observé disminucién del volumen tumoral entre la
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primera y tercera semana comparado a los ensayos con inyeccion de virus libres vy
ratones control tratados con suero (69).

Un grupo de investigadores utiliz6 microparticulas tumorales (T-MP) que son fragmentos
vesiculares de membrana celular de células tumorales para encapsular y transportar
adenovirus. Utilizaron un modelo tumoral murino al implantar subcutaneamente en flanco
células A549 1x10°(carcinoma de pulmén humano), 5 dias después fueron tratados con
PBS, MPs (1x10°), adenovirus (1x10° particulas virales), OA-MP(1x10°). Mediciones del
tumor cada 3er dia. Se observd mayor sobrevida en el grupo de ratones tratados con
OA-MP respecto a los tratados solo con OA, al igual que un menor desarrollo del volumen
tumoral. Del estudio con OA-MPs se encontraron varias ventajas: disminuir la respuesta
inmune por contacto con anticuerpos del huésped, T-MPs no son limitados por un
receptor viral especifico que medie su entrada al tumor, y los T-MPs permiten la
liberacion de adenovirus en el nucleo de células tumorales asi como en células stem-like
tumorales (68).

Figura 14. Sobrevida y volumen tumoral de modelos murinos segln tratamiento
administrado.
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Figura tomada de Ran L, et al. Delivery of oncolytic adenovirus into the nucleus of tumorigenic cells by tumor
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Figura 15. Microscopia electronica 24 horas post-infeccion oncoviral de celulas
A549.
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Figura tomada de Ran L, et al. Delivery of oncolytic adenovirus into the nucleus of tumorigenic cells by tumor
microparticles for virotherapy. Biomaterials. 2016;89:56—66.

7.1.3. Ultrasonido

El ultrasonido es un método ampliamente aplicado en imagenologia médica para el
diagnostico de patologias, sin embargo estudios han llevado a esta metodologia a
emplearse en promisorias estrategias de tratamiento. Con respecto al tratamiento tumoral
con virus oncoliticos, se sabe que la via de administracion y las barreras biolégicas son
limitaciones para un mayor uso en clinica de los virus. El ultrasonido es un nuevo método
gue busca mejorar el transporte de los virus a su objetivo tumoral. Los agentes de
contraste por ultrasonido (UCAs) o microburbujas (MBs) se estan utilizando como
portadores potenciales de acidos nucleicos, RNAs de interferencia, drogas, proteinas y

recientemente virus oncoliticos. (70, 71)

El ultrasonido inicia a una frecuencia de 20kHz, lo cual se encuentra fuera del rango

audible humano el cual se encuentra entre 20Hz y 20kHz.

Las ondas ultrasonicas viajan a mayor velocidad en un medio solido (ej. Tejido 6seo) que
en un medio gaseoso. A la interaccion de ondas ultrasénica con burbujas (esferas de gas

generadas en el medio) en una fase liquida o similar, se le denomina cavitacion.
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Figura 16. Mecanismos de sonoporacion por microburbujas
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Figura tomada de Nande R. Oncolytic Virotherapy Dovepress Ultrasound-mediated oncolytic virus delivery

and uptake for increased therapeutic efficacy: state of art. Oncolytic Virotherapy. 2015;4:193-205.

En la figura se muestra como la microburbuja es dirigida hacia la membrana celular de
determinada célula por efecto de las ondas de ultrasonido, esto genera un efecto de
“‘empuje y jale” de la microburbuja con la membrana, y por cizallamiento, se generan

poros en la membrana celular y la microburbuja libera su contenido.

Las microburbujas o UCAs son microesferas llenas de gas con un diametro entre 1-10um
encapsuladas por una membrana estabilizada y biocompatible. Para el gas del interior se
emplean gases inertes que favorecen la vida media de la microburbuja. Existen
microburbujas comerciales, como SonoVue (SV) y Artison microbubble; son unas UCAs
gue estan formadas por una suspension acuosa y en su interior un gas inerte. La dosis
de MBs aprobada por la FDA para un paciente es entre 10°-10'° MBs en 1-2mL para

inyeccion en bolo IV (71).

Un estudio empled ultrasonido para favorecer la internalizacion del virus oncolitico
Herpes Simplex tipo 1 deficiente para el gen neurovirulento y;34.5 (HSV-1 RH2) en
células de carcinoma escamoso oral (SCC). Las células fueron expuestas a ultrasonido

en presencia o ausencia de microburbujas, a lo que no se observé pérdida de la
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viabilidad celular entre las tratadas con US y las US+ MB. Ademas se observé un mayor

numero de placas en US+ MB con respecto al control (72).

En otro estudio también del mismo grupo de investigacion, se utiliz6 como modelo al virus
oncolitico Herpes Simplex tipo -1 deficiente para el gen neurovirulento y;34.5 (HSV-1
RH2). Las células de carcinoma escamoso oral (SCC) fueron infectadas por HSV-1 RH2
(una inyeccion intratumoral de 1x10° PFU, cuando los tumores alcanzaron 5mm de
diametro) en presencia (mezcla de 1x10°pfu + 5x10° MBs) o ausencia de microburbujas
(MBs). En otro ensayo las células SCC fueron inoculadas subcutaneamente en ratones
desnudos (1x10°celulas SCC), Se observo que habia mayor nimero de particulas virales
en los ratones con tumores tratados con ultrasonido (US, exposicion por 10 segundos) y
virus que en el grupo tratado solo con virus o control con PBS. Se observo también
supresion del crecimiento tumoral en el grupo de ratones tratados con HSV-1 RH2 + US +
MBs con respecto a los grupos control (73). Otro grupo de investigadores utilizé una
“‘copa polimérica (cups)” disefiada por ellos, como alternativa a las microburbujas
comerciales para inducir fendmenos de cavitaciéon entre virus y células tumorales al
aplicar ultrasonido (US). En modelos xenograft murinos con lineas celulares de cancer de
ovario humano (SKOV 5x10°% o de carcinoma hepético humano (HepG2 5x10°), se
coinyectaron via intravenosa en vena de la cola cups (50uL a 25mg/mL) y vaccinia virus
(1x10° en 50uL) cuando los tumores alcanzaron un volumen entre 40-100 mm® después
se expusieron a US. Se observo que la expresidon de vaccinia virus (VV) en los tumores
generados por SKOV-3 y HepG2 aumenté en 3 y mas ordenes de magnitud, y se
presentd disminucion en el tamafio tumoral en el grupo tratado con VV+ cups+US en

comparacion al grupo control no tratado con cups ni US (74).

7.1.4. Coadyuvantes

Los virus oncoliticos han estado siendo utilizados como coadyuvantes a terapias
convencionales como cirugia, quimio, inmuno Yy radioterapia; sin embargo cada vez mas
el enfoque terapéutico se centra en aumentar la eficiencia de la terapia oncoviral con
otras terapias tradicionales; lo que indica que la terapia con virus oncoliticos tiene ahora

un rol mas preponderante en el tratamiento de diferentes tipos de cancer(75-78).
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Entre los tratamientos que mejoran la eficacia oncoviral se encuentran medicamentos
inmunomoduladores que disminuyen la respuesta inmune, otros que generan disrupcion
de la matrix extracelular del tumor, facilitando la entrada del virus, medicamentos que
saturan receptores en el huésped encargados de la internalizacion del virus. Al igual que
terapia combinada oncolitica viral y antiangiogénica sinergizan en el efecto deseado que
es la regresién y eliminacion del tumor (79). También el uso de dos tipos diferentes de

virus ha demostrado que mejora la actividad oncolitica del segundo virus aplicado (80-84)

Un ensayo combinando gemcitabina y administracion de reovirus mostré que en un
modelo murino C57BL/6 (inyeccion intraperitoneal de 3x10° células 1D8: tumor ovérico de
origen epitelial murino) se retardaba la aparicibn de carcinomatosis peritoneal y se
prolongaba la supervivencia; con respecto a los ratones tratados solo con gemcitabina o

reovirus (85).

Otros experimentos realizados en modelo de ratas inmunocompetentes con generacion
de gliomas por implantacion intracraneal de células de glioma de rata (D74/HveC), donde
un grupo fue tratado con un péptido angiostatico cRGD 30 g 4 dias antes del tratamiento
con virus herpes simple atenuado 1x10" pfu (hrR3), el cual se realiz6 7 dias post-
implantacién. Se observo en el grupo de tratamiento con cRGD- hrR3 una disminucion de
la infiltracion leucocitaria, en la permeabilidad vascular del tumor y aumento en la

sobrevida de las ratas (86).

Figura 17. Porcentaje de sobrevivencia de ratas segun el tratamiento aplicado
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Otro estudio evidencié que al tratar un modelo tumoral de ratones con carcinomatosis
peritoneal (células MC38-luc de cancer de colon murino), un coctel modulador de
quimioquinas (CKM) 200 uL (IFN-a, poli i:c inhibidor de Cox-2) y la aplicacion de vaccinia
virus atenuado y con expresion de la quimioquina CXCL11 (vwwDD-CXCL11) se observo
una mayor respuesta inmune en el tumor, dado por aumento en la concentracion de
células natural killer, linfocitos T CD8, disminucion de la carcinomatosis peritoneal y
aumento en la sobrevivencia en los ratones tratados con vwDD-CXCL11 + CKM, con
respecto a los grupos tratados solo con vwDD-CXCL11, CKM o PBS (87).

Figura 18. Esquema de tratamiento y sobrevida delos modelos murinos por
tratamiento administrado
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Figura adaptada de Francis L, et al. Modulation of chemokines in the tumor microenvironment enhances

oncolytic virotherapy for colorectal cancer. Oncotarget. 2016;7(16):22174-85.

Una investigacion en 3 modelos murinos de tumores humanos [células de Sarcoma de
tejido blando humano (HSTS26T) y tumores de melanoma humano (Mu89) fueron
implantadas en patas y en region dorsal de ratones inmunodeficientes (SCID). Células
de adenocarcinoma de pancreas humano (L3.6pl) fueron cultivadas ortotépicamente en el
pancreas de ratones SCID, se iniciaron esquemas de tratamientos cuando los tumores
alcanzaron entre 4-6 mm de didmetro], en donde se aplicoO una dosis intraperitoneal de
losartan al dia por 2 semanas (20mg/kg/dia). Se inyectaron 10uL (3.6 x 10"
nanoparticulas/mL ) de herpes simplex virus via intravenosa (vena de la cola). Se observo
reduccioén en el colageno estromal tumoral, al igual que menor volumen tumoral y mayor

tasa de infeccion viral en los tumores de los ratones tratados con losartan (88).

Otro estudio aplicando el conocimiento de los puntos de control inhibitorio en la respuesta
inmune, utilizaron constructos y modificaron genéticamente a una cepa de measles virus
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con CTLA-4 y PD-L1(MV-aCTLA-4 y MV-aPD-L1) , posteriormente en un modelo de
ratones de melanoma (obtenida al realizar implante subcutaneo de 1 x 10° células B16)
se aplicaron 2 x 10° ciu de MV intratumoral por 4 dias, y un esquema de anticuerpos anti-
CTLA-4 o anti-PD-L1 intraperitoneal por 4 dias cada 3er dia (ver figura), a los modelos
murinos que recibieron tratamiento con MV no modificados genéticamente. Se observé
gue tanto los modelos murinos tratados con anticuerpos + MV como los tratados con
MV-aCTLA-4 y MV-aPD-L1 presentaban respuestas similares, aumento en la sobrevida, y
lento crecimiento (la medicion del volumen tumoral se realizé al dia 14 post implantacion
subcuténea del tumor) (89).

Figura 19. Esquema de tratamiento, volumen tumoral y sobrevivencia de modelos
murinos segun tratamiento
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Estudios de terapia combinada con diversos virus oncoliticos en modelos murinos de
tumores humanos muestran el aumento de la respuesta antitumoral generada tanto por el
virus como por el sistema inmune; sin embargo el efecto dual del sistema inmune como
barrera para los virus oncoliticos 0 de sinergia terapéutica  depende del tipo de virus

utilizado, las modificaciones genéticas realizadas y coadyuvantes empleados (90,91).
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7.1.5. Terapia fotodinamica

La terapia fotodindmica es un tipo de tratamiento antitumoral poco invasivo; se necesita
un fotosensibilizador captado por el tejido tumoral, luego la aplicacién de luz a una
determinada longitud de onda, y la activacion del fotosensibilizador genera la produccién
de radicales libres de oxigeno (ROS). Esto permite que donde se localice el
fotosensibilizador y se active, generara una considerable produccién de ROS que en el
caso de encontrarse en una region tumoral puede inducir mecanismos de muerte celular
(92,93).

Un estudio empleé terapia fotodinAmica (PDT) en modelos murinos de neuroblastoma
(Iinea celular NXS2 2x10°) y carcinoma escamoso de cabeza y cuello (linea celular FaDu
5x10°) junto a la aplicacion del virus oncolitico vaccinia (10%pfu). El fotosensibilizador 2-
[1-Hexyloxyethyl-]-2-devinyl pyropheophorbide-a (0.45umol7kg), fue aplicado i.v.; y a las
24 horas los tumores fueron estimulados con luz a una longitud de onda de 665 nm. La
combinacion de PDT vy terapia oncolitica viral evidenci6 inhibicion del crecimiento tumoral,
mayor nimero de particulas virales en el tumor y disminucién del flujo vascular al interior

del tumor con respecto a los grupos control tratados con monoterapia (94).

Otro estudio utiliz6 un adenovirus (ad-GFP) y lo modificaron genéticamente para que
expresara un fotosensibilizador [KillerRed ® el cual es una proteina roja fluorescente que
genera radicales libres de oxigeno (ROS) a la irradiacion con luz verde] utilizando como
promotor la transcriptasa reversa de la telomerasa humana (ad+KillerRed=Telomekiller).
Evaluaron el efecto in vivo con un modelo murino de metastasis en nodo linfatico; para
esto implantaron 3x10° células HCT116 en 25uL de PBS con 25uL de matrigel en la capa
submucosa del recto; a los 10 dias se inyectaron 10%pfu/50uL de Telemekiller
directamente en los tumores rectales. Tres dias después se realizd laparotomia y los
nédulos para-aérticos y para-iliares que expresaron GFP (proteina verde fluorescente)
fueron irradiados con laser a 300mW/cm?. Se observé una respuesta sinérgica entre los
adenovirus y la produccion de ROS para eliminar el tumor. Las micrometastasis en los

nédulos fueron eliminadas posterior al tratamiento de irradiacién con laser (95).
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7.1.6. Ingenieria Genética

La ingenieria genética es la metodologia mas utilizada por los investigadores de virus
oncoliticos; debido a los mdltiples pasos y mecanismos en los que se puede intervenir
para mejorar la eficiencia oncolitica viral; entre los que se encuentran: genes involucrados
en la replicacion viral, genes que codifiquen a proteinas proapoptoticas, a factores de
crecimiento, a ligandos para interactuar con receptores presentes en las células
tumorales, a proteinas inhibidoras del ciclo celular, anticuerpos, quimioguinas y citoquinas
(96-102).

Estudios que han aprovechado el perfil antigénico del tumor para disefiar virus con blanco
a los antigenos tumorales mayormente expresados y aumentar asi su especificidad por

las células tumorales (103).

Un grupo de investigadores generd un vaccinia virus recombinante (OVV- CXCR4) que
codificaba a un antagonista de CXCR4 el cual es un receptor de quimioquina (SDF-1), en
un modelo singénico de carcinoma de mama receptores triple negativo. Se observd una
mayor concentracién viral en el tumor y una tasa de crecimiento tumoral menor en los
ratones tratados con OVV- CXCR4 que los tratados con OVV nativo (104).

Un estudio utiliz6 un adenovirus y modifico la proteina IX de su capside por la proteina
inductora de apoptosis TRAIL, en un modelo murino de adenocarcinoma de mama se
observé mayor afinidad viral por las células tumorales que expresaban receptores de
TRAIL (DR4 y DRS5), también en este grupo tratado se observo aumento de marcadores

apoptdéticos como caspasa 3, indicando la activacion de esta via de apoptosis (105).

Otro estudio empled el virus measles (MV) al cual modificaron genéticamente para que
expresara el factor estimulante de colonias granulocito-macréfago (GM-CSF) En un
modelo murino de adenocarcinoma de colon (células MC38cea las cuales expresaban
antigeno carcinoembrionario humano CEA, lo cual favorece la interaccién con el virus
modificado), se observé aumento de la infiltracién linfocitaria, aumento de la
sobrevivencia en los ratones tratados con el virus MV-GMCSF, con respecto al grupo

control tratados con virus no modificado (106).

Menotti y colaboradores utilizaron un virus oncolitico herpes simplex (HSV) y lo
modificaron genéticamente al reemplazar un fragmento (Ig-folding core) en el sitio de

union- receptor de la glicoproteina gD del viribn a por una Anticuerpo anti-HER-2 de
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cadena sencilla, obteniendo al transcribirse y traducirse una proteina quimera cuyo
objetivo era interactuar con los receptores HER-2 sobreexprexados en células tumorales
de carcinoma de ovario SK-OV-3 (Her-2 (+)) implantadas en ratones atimicos. Se
observd una marcada inhibicién y regresién del tumor en los ratones tratados con el HSV
modificado, con respecto al control de virus silvestre y a los ratones con implante

subcuténeo de células de cancer mamario HER-2(-), SJ-Rh4 (107).

En otro estudio se disefid un virus de estomatitis vesicular quimérico, evitando su
neurotoxicidad natural al reemplazar la glicoproteina de envoltura del VSV (G), por la
glicoproteina del virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV-GP), pero aun conservando
su actividad oncolitica. El virus redisefiado RVSG-GP fue administrado en un modelo
murino de tumor intracraneal (por inyeccion de 3x10° células U87-RFP de glioma
humano). A los 10 dias del implante se inyectaron 10® PFU de r VSV-GP. Se observé
regresion tumoral, y mayor infiltracién viral en las areas de tumor con respecto a los
ratones tratados con rvVSV (108).

Un grupo de investigacion emple6é un virus Newcastle disease recombinante (rNDV)
modificandolo al insertar genes para interleucina 2 (IL-2) y el ligando inductor de
apoptosis relacionado al factor de necrosis tumoral (TRAIL): rNDV-IL-2-TRAIL. Se
observo induccion en la proliferacion de linfocitos CD4+ y CD8+, inhibicibn en el
crecimiento tumoral en modelos murinos de carcinoma hepatocelular y melanoma
tratados con rNDV-IL-2-TRAIL, con respecto al grupo tratado con NDV no modificado
(109).

Otro grupo de investigadores también utilizd NDV y lo modific6 genéticamente al insertar
II-2 y antigenos asociados a tumor (TAA),Ratones desnudos fueron implantados con
células CT26 de carcinoma de colon murino, a los 12 dias fueron tratados con NDV
modificado intratumoralmente cada dos dias para un total de cuatro dosis. Se presenté un
crecimiento tumoral lento con casos de regresion tumoral y también un aumento en la
produccion de citoquinas en los ratones tratados con NDV recombinante, comparado con

los ratones tratados con NDV no modificado (110).

Ensayos realizados en adenovirus modificados genéticamente expresando un anticuerpo
monoclonal especifico para CTLA-4 mostraron elevadas concentraciones del anticuerpo
en los tumores de adenocarcinoma epitelial en modelos murinos desnudos, se generé en

el tumor produccion de citoquinas, aumento de la actividad apopt6tica, disminucion del
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volumen tumoral, en comparacion al grupo que recibié tratamiento con el adenovirus
oncolitico no modificado con CTLA-4 (111).

Investigadores utilizaron el virus oncolitico vaccinia con actividad replicativa competente
(VACV), modificado genéticamente para que codificara a GLAF-1, el cual traduce a un
anticuerpo de cadena sencilla que esta dirigido contra el factor de crecimiento endotelio
vascular (VEGF) de humanos y ratones. Al aplicar por via intravenosa el VACV
modificado a modelos tumorales xenograft murinos (lineas celulares PANC-1: carcinoma
ductal pancreéatico humano, A549: carcinoma de pulmén humano, implantadas 5x10° de
cada linea subcutaneamente en flancos de ratones atimicos), se observo disminucion en
la vasculatura tumoral, regresién del volumen tumoral, con respecto a los ratones
tratados con VACV no modificado (112).

Otros ensayos utilizaron el virus oncolitico herpes simplex (HSV) modificado: NV1034, el
cual codifica para el factor estimulante de colonias granulocito macréfago murino (GM-
CSF). Se aplic6 a modelos murinos de carcinoma colorrectal (celulas CT26) y hepatoma
murino (células Hepa 1-6); células inyectadas subcutaneamente a ratones Balb/c y
C57L7J respectivamente. Resultados mostraron mayor infiltracién tumoral, sin embargo
en ratones con deplecion de linfocitos CD4+ y CD8+ se observo un efecto antitumoral
similar entre el grupo de ratones tratado con el virus NV1034 y NV1023 (HSV sin
expresion de GM-CSF) (113).

Investigaciones realizadas en el virus oncolitico vaccinia (VACV), mostraron que al
modificar el virus para que codificara un anticuerpo de cadena sencilla anti-factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF): GLV-5b451; eliminaba a las células tumorales
(ensayos in vitro) de diferentes tipos de cancer canino: carcinoma y adenoma mamario
(MTH52c y ZMTH3 respectivamente), sarcoma de tejidos blandos (STSA-1) y carcinoma
de préstata (CT1258). En un modelo xenograft murino de sarcoma de tejidos blandos
(implante subcutaneo de 2x10° células STSA-1), al administrar a las 4 semanas post-
implantacién por via intravenosa (vena lateral de la cola) una sola vez el virus GLV-
5b451(1x10" pfu in 100 uL de PBS), se observo inhibicién en el crecimiento tumoral y
reduccion de su tamafo; también disminucion en la neo-angiogénesis tumoral,

comparado con los grupos control (114).

Kasai y colaboradores emplearon el virus herpes simplex tipo 1 (HSV1) modificado

(MGH2.1) que expresa dos transgenes activadores de profarmacos, ciclosfosfamida
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activador de citocromo P4502B1 (CYP2B1) y CPT11 activador de carboxilesterasa
humana secretada (shiCE), los resultados mostraron que las prodrogas eran citotoxicas
para las células de glioma humano, pero no para células normales. La inyeccion
intracraneal de MGH2.1 en ratones balb/c no indujo una reaccién inflamatoria aguda. La
inoculacion intracraneal no indujo letalidad a 10° pfus en ausencia de prodrogas y de 10°
pfus en presencia de estas; la supervivencia de los ratones fue medida por 9 semanas
(115).

Otro estudio utilizé un virus oncolitico recombinante, el herpes simplex virus (HSV)con
expresion de la enzima bacteriana condroitinasa ABC (Chase -ABC) la cual remueve los
glicosaminoglicanos condroitin-sulfato de los proteoglicanos. Se utilizaron modelos
murinos subcuténeos e intracranial de glioma, se observé aumento en la propagacion del
virus intratumoralmente, inhibicion del crecimiento tumoral y aumento de la sobrevivencia
del grupo de ratones tratados con el HSV- Chase-ABC, respecto al grupo tratado con los

virus no modificados (116).

Un grupo de investigadores obtuvo un adenovirus recombinante por evolucion dirigida;
para realizar este ensayo utilizaron serotipos de adenovirus de subgrupos B-F, fueron
agrupados y se realizaron 2 pasajes en cultivos sub-confluentes a un ratio de particula
viral por célula de aprox. 200. El objetivo era promover la recombinacion entre los
diferentes serotipos. Se utilizaron las lineas celulares: HT-29 adenocarcinoma de colon,

Panc-1 cancer de pancreas humano, MDA231 adenocarcinoma de mama humano.

Al final del proceso de evolucion dirigida (figura 14) obtuvieron un adenovirus
recombinante ColoAdl siendo este mas selectivo y potente que sus predecesores.
Evaluaron su respuesta en un modelo xenograft murino de cancer de colon con
metastasis hepatica (2x10°celulas HT-29 fueron aplicadas por medio de catéter a la vena
porta), a los 16 dias post-aplicacion de células tumorales, se inyectaron los virus ColoAd1
1x10"particulas virales en la vena de la cola; 15 dias después los ratones fueron
sacrificados. Se observo disminucion en el marcador sérico tumoral CEA (antigeno
carcinoembrionario), un crecimiento tumoral menor y mayor infiltracién viral en tumor con

respecto los grupos control (117).
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Figura 20. Representacion del proceso de evolucién dirigida

Directed Evolution

* Ad3 (group B), Ad4 (group E), Ad5 (group C), Ad9 (group D),

\\“*' / Ad11p (group B), Ad16 (group B), and Ad40 (group F)

High viral particle-to-cell infection ratio
is used to invite recombination among
the virus serotypes (2 passages)

MDA231 (breast), PC-3 (prostate), HT-29 (Colon), or Panc-1 (pancreatic) cells

18X

(Recombinants)

Figura tomada de Kuhn I, et al. Directed evolution generates a novel oncolytic virus for the treatment of colon
cancer. PLoS One. 2008;3(6):1-11.

Foloppe y colaboradores generaron un virus vaccinia (VV) que expresaba un gen suicida
de fusién (FCU1) derivado de los genes uracil-fosforibosiltransferasa y citosina
deaminasa de levadura. En un modelo de cancer de colon humano, por implante
subcutaneo en ratones desnudos (5x10° células LoVo), a la administracién sistémica de
la prodroga 5-fluorocisteina (5-FC) [administrada por via oral a 100mg/kg al 7mo dia post-
inyeccion viral, 2 veces al dia por 3 semanas] se observo disminucién en el crecimiento
del tumor en ratones tratados con VV-FCU1 (1x10°pfu inyectados por via intravenosa en
vena de la cola al alcanzar los tumores un volumen entre 50-70 mm?®) comparado con el
grupo de ratones tratado solo con 5-FC sin aplicacioén del virus, o con el grupo tratado con

5-FC y la aplicacion del virus VV sin modificacion genética (118).

7.1.7. microRNAS

Los miRNAs son pequefios RNAs no codificantes que varian entre 20-25 nucleétidos de
longitud, ejercen un papel importante en la regulacién génica, actian al unirse a la region
no traducida 3’'UTR del RNA mensajero. Al unirse a la region 3’'UTR del mRNA reclutan
un complejo de proteinas que generan represion transcripcional o clivaje del mRNA
segun el grado de complementariedad del miRNA con la region 3'UTR. Se sabe que los

tumores presentan una variacion en el perfil de miRNAs con respecto a tejidos normales,

56



en donde segun el caso particular puede un grupo de miRNAs estar sobre-expresados en

un tumor con respecto al tejido normal.

Un estudio busc6 generar una mayor especificidad de tejido por parte de un adenovirus
(Ad); por medio de la regulacion de la proteina estructural codificada por el gen L5 la cual
se expresa en fase tardia del ciclo de replicacion viral. Para lograr esto afiadieron una
region 3’'UTR que contiene 8 sitios de unién a miR-148a. Se coloco corriente abajo de la
secuencia codificante de L5 (Ad-L5-8miR148aT). Dado que el miR148a presenta niveles
de expresion mucho mayor en tejidos normales que en tumorales, se espera que el
adenovirus no se replique en tejido normal por no poder ensamblarse completamente
debida a la falta de expresién de la proteina estructural codificada por L5. Se observo en
el modelo xenograft murino (linea celular RWP1: adenocarcinoma de pancreas humano),
qgue la produccion de particulas virales en higado estaba disminuidas drasticamente,
pero la actividad oncolitica se encontré conservada con respecto al grupo control tratado
con Ad no modificado (119).

Mao y colaboradores utilizaron un adenovirus modificado (ad ZD55: delecion del gen
E1B) y nuevamente redisefiaron el virus al insertar un shRNA dirigido contra SABT1
(factor de transcripcion y remodelador de la cromatina; el cual ha sido blanco de
tratamiento en cancer de préstata), obteniendo ZD55-SATB1. Se evaluaron efectos in
vitro e in vivo. Estudios in vivo se realizaron en un modelo de cancer de préstata
xenograft de ratén; se observé inhibicién en el crecimiento tumoral y aumento de la
actividad apoptética en el tumor en el grupo tratado con ZD55-SATB1 comparado a

grupos control tratados con PBS y Zd55 (120).

Otro estudio utiliz6 un sistema en el cual se buscaba disminuir el tropismo del virus
oncolitico measles por 6rganos como el cerebro, tracto gastrointestinal e higado. Dicho
sistema consistia en la insercién de sitios blanco de microRNA sintético (miRTS) en el
genoma del Measles virus; por lo cual ante la presencia de los miRNAs (presentes en
mayor cantidad en los 6rganos anteriormente mencionados con respecto al tejido
tumoral) que presentaran afinidad por el miRTS, el virus no se replicaria. Estos miRNAs
son miR-7, miR-122 y miR148a. El Measles virus modificado: multi-tissue-detargeted MV
(MV-EGFP™) En modelo murino xenograft de cancer de pancreas (células BxPC-3 6x10°
implantadas subcutdneamente en flanco derecho) se observé que el volumen tumoral se
redujo y se mantuvo constante a lo largo del tiempo, al igual que la infectividad del virus

en el tumor tanto en el grupo tratado con MV-EGFP™ (se aplicaron 5 dosis de 1x10’
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unidades infecciosas a los 10 dias de la implantacion tumoral) como en el tratado con el
MV sin modificacion (se aplicaron 5 dosis de 1x10” unidades infecciosas a los 10 dias de
la implantacién tumoral) (121).

8. DISCUSION

Los virus oncoliticos suelen presentar un tropismo por las células tumorales y no por las
células normales, sin embargo por las barreras biolégicas propias del huésped es
necesario el empleo de métodos que faciliten su llegada al tejido tumoral. EI método en el
cual se usan células transportadoras favorece la proteccién de los virus ante los
diferentes tipos de respuesta inmune; sin embargo la eficacia del transporte del virus al
tejido tumoral depende del tipo de célula que se utilice para dicho transporte y su afinidad
por el tejido tumoral. Debe tenerse en cuenta el tropismo de la célula transportadora por
el tumor en los casos de administracion intravenosa sistémica, pues segun esto se haria
necesario implementar modificaciones genéticas en las células transportadoras para

aumentar su afinidad lo que puede implicar una mayor inversion de recursos técnicos.

El método de empleo de polimeros o liposomas de encapsulamiento también tiene la
ventaja de proteger a los virus contra la respuesta inmune sin embargo al ser membranas
de recubrimiento no presentan tropismo, lo cual es un inconveniente en el caso de buscar
un tratamiento sistémico y no intratumoral. Por lo anteriormente dicho estos polimeros o
membranas también requieren modificaciones fisicas o quimicas en su superficie para

afiadir proteinas ya sea tipo receptor, ligando, anticuerpo, etc.

La terapia fotodindmica es un tratamiento prometedor que lleva poco tiempo de usarse en
combinacion con virus oncoliticos, sin embargo se ha visto que potencia la oncolisis al
utilizarse junto a virus oncoliticos. El inconveniente que presenta es que al ser necesaria
la fotoestimulacion directa no se puede realizar en tumores sélidos que se encuentren en
organos internos, 0 metastasis; por lo que por ahora su mayor futuro terapeutico es en

tratamientos de cancer de piel.

La técnica de ultrasonido es muy prometedora pues es minimamente invasiva y las ondas
de ultrasonido no parecen producir efectos adversos en el huésped. Es una forma de

inducir un desplazamiento dirigido (en este caso de las microburbujas) hacia
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determinados 6rganos o tejidos, sin embargo esta induccidn requiere de contacto cercano
con el transductor y la direccion de desplazamiento no se puede elegir a libertad, por lo
que seria Optimo en tratamientos intratumor (inyecciones intratumorales), mas no en
tratamientos sistémicos intravenosos; ya que al no poder dirigir las microburbujas a larga
distancia no se puede garantizar que el destino de estas sea el correcto. Esto lo puede

convertir en un método operador-dependiente.

Aunque el empleo de miRNAs en tratamiento y diagndéstico del cancer no es nuevo, si lo
es su empleo junto a virus oncoliticos; esta herramienta busca no solo potenciar la
actividad oncolitica viral sino la especificidad por las células tumorales. La ventaja que
presenta es que al combinarse con virus onccoliticos se estdn realizando dos
tratamientos en uno pues se estan usando dos vias distintas de tratamiento: 1. La via de
los miRNAs que consiste en inhibir la transcripcion de genes especificos (segun el tipo de
microRNA utilizado) que conducen a estrés celular lo que al final lleva a induccion de
sefiales proapoptoticas de la célula tumoral. 2. La via o vias de los virus oncaoliticos,
siendo una de ellas la lisis tumoral directa. La desventaja de esta técnica es que la
expresion de microRNAs puede no estar totalmente abolida en el tumor; ejemplo: los
tumores suelen presentar bajos niveles de expresion de ciertos tipos de miRNAs con
respecto a tejidos normales, pero esto no quiere decir que los tejidos tumorales no los
expresen; por lo que al usar microRNAs que controlan la replicacion viral , puede
disminuir leve o moderadamente la replicacién viral en tumores [pues aunque la
expresion de microRNAs sea menor al tejido normal, podrian producir cierta cantidad
basalmente, los cuales podrian interactuar con las zonas 3'UTR modificadas en el virus, e
inhibir la expresion del gen que esta regulando esta region 3’UTR (un gen encargado de

la replicacion viral)].

La ingenieria genética es la metodologia mas usada, y se puede decir que su empleo es
casi imprescindible en el tratamiento antitumoral con virus oncoliticos; es necesaria para
aumentar la especificidad, actividad oncolitica, aumento de la sobrevida del virus, entre
otras. Su desventaja es que al ser un método que requiere el uso de mas recursos
técnicos, tratamientos que empleen el uso de ingenieria genética, veran reflejado un

aumento en el costo econdmico de estos, al emplearse en pacientes.

Se ha visto que el uso de coadyuvantes al aplicar los virus oncoliticos es una opcién
segura, y depende mas del tipo de coadyuvante que se use. Es una buena opcion para

mejorar la efectividad de los virus oncoliticos.
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De los métodos mencionados anteriormente, la mayoria son aplicables en el modelo
empleado con rotavirus en el laboratorio de Biologia molecular de virus; el uso de células
transportadoras es un método eficaz al proteger al rotavirus de la respuesta inmune del
huésped. Se requiere determinar el tipo de célula transportadora a usar segun el modelo
tumoral estudiado.

El empleo de encapsulamiento de rotavirus también es factible al emplearlo en modelos
in vivo, sin embargo al requerir modificaciones fisicas o quimicas para aumentar la
afinidad por el tejido tumoral, lo vuelven menos costo eficiente que el empleo de células

transportadoras.

El uso de ultrasonido requeriria no solo la adquisicién de las microburbujas sino también
del transductor, ademéas que se requiere de un adecuado direccionamiento de las
microburbujas hacia el tejido tumoral, lo cual requiere de entrenamiento en el manejo del

equipo.

El empleo de terapia fotodinAmica es una metodologia aplicable en el laboratorio de
biologia molecular de virus, pues al utilizar modelos in vivo de ratones con implantes de
tumores subdérmicos, se facilita la exposicion al rayo de luz con longitud de onda
especifico para estimular el fotosensibilizador que se utilice.

Utilizar la metodologia de miRNAs también es viable con el modelo de rotavirus utilizado
en el laboratorio, sin embargo seria necesario determinar el perfil de expresién de
miRNAs de los tumores a estudiar. Por otra parte seria necesario manipular

genéticamente al rotavirus para que expresara determinados miRNAs.

El uso de ingenieria genética es factible, pero es poco costoeficiente con respecto a
métodos como el de células transportadoras e incluso la terapia fotodinamica, ya que se
tendrian que realizar varias modificaciones genéticas al rotavirus para aumentar su
afinidad por el tumor, y estas modificaciones dependerian del tipo de tumor que se esté

estudiando.

Los coadyuvantes son una buena opcién para mejorar la eficacia del rotavirus como
terapia oncolitica en modelos in vivo, pues segun el coadyuvante usado se puede facilitar

la entrada del rotavirus al tumor y facilitar también su eliminacion.
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Con respecto a la terapia oncolitica el desafio mas importante que presenta es el de
mejorar su eficacia de eliminar el tumor, pues las barreras existentes del huésped
disminuyen la biodisponibilidad del virus oncolitico y su viabilidad, por lo que los métodos

actuales se enfocan en aumentar dicha eficacia oncolitica.

Las perspectivas de la terapia oncolitica son que su uso en pacientes se utilice cada vez
mas, que la terapia oncolitica se emplee como primera linea de tratamiento y no solo
como terapia adyuvante, y que junto a la inmunoterapia en un futuro reemplacen a la

guimioterapia y cirugia oncoldgica actual.
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9. CONCLUSIONES

1. Los sistemas de transporte son eficaces para evitar la respuesta inmune del huésped

contra el virus.

2. La ingenieria genética es la técnica mas usada en estudios con virus oncoliticos.

3. La combinacién de varias metodologias es lo que ha mostrado mayor respuesta

terapéutica con virus oncoliticos.

4. Es necesario evaluar costo-efectividad en el empleo de diferentes métodos de

tratamientos con virus oncoliticos.
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