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DESCRIPCION
Agente terapéutico/profilactico para cancer de prostata
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un nuevo producto farmacéutico que exhibe una accién antitumoral in vivo (para el
tratamiento de cancer). Mas en detalle, la presente invencion se refiere a un agente terapéutico/profilactico para el
tratamiento de canceres prostaticos, que tienen una envoltura viral, particularmente la envoltura (denominada a
veces en lo sucesivo HVJ-E) de virus Sendai inactivado (Hemagglutinating Virus of Japan, denominado en lo
sucesivo a veces HVJ), como un ingrediente activo. La presente invencion se refiere también a un agente
terapéutico/profilactico para melanoma que tiene la envoltura viral Sendai inactivada como Unico ingrediente activo.

Antecedentes de la técnica

Han sido desarrollados muchos métodos virales y métodos no virales con el fin de introducir un gen en células
cultivadas vy tejidos vivos para analisis funcionales de genes y terapia de genes (documentos no patentes 1 y 2).
Para la introduccion de un gen en una célula, generalmente es eficaz un método viral. Sin embargo, el método que
usa un vector viral tiene un problema de seguridad debido a la posibilidad de la introduccion de genes derivados de
virus parentales y su expresion, inmunogenicidad, y la posibilidad de modificacién de la estructura del genoma
hospedante. Por otra parte, muchos de los métodos no virales que usan un liposoma y similar muestran una
citotoxicidad inferior y una inmunogenicidad inferior que los métodos virales. Sin embargo, la eficacia de la
introduccion de genes en células cultivadas y tejidos vivos tiende a ser inferior que con los vectores virales.

El “virus Sendai” es un virus perteneciente al género Paramixovirus en los Paramyxoviridae, que poseen accion de
fusion celular. El virion de este virus tiene en su superficie una envoltura que contiene hemaglutinina y
neuraminidasa, que exhibe polimorfismo con un diametro de 150 a 300 nm. También el virus Sendai tiene un RNA
de cadena menor de aproximadamente 15500 bases de longitud como genoma, tiene RNA-polimerasa, es inestable
al calor, aglutina casi todos los tipos de eritrocitos y exhibe naturaleza hemolitica. Mediante la inactivacion de este
virus, se obtiene un vector de envoltura viral Sendai que ha resultado deficiente en replicacion.

El HVJ indujo atencion para fusionar células tumorales Ehrlich (documento no patente 3), y se ha emprendido un
analisis de la actividad de fusion de membrana celular (en lo sucesivo actividad de fusion) y se ha estudiado su uso
como un vector transgénico. Sin embargo, el HVJ tiene una elevada inmunogenicidad y se conoce que induce CTL,
particularmente cuando se produce proteina NP en una gran cantidad (Cole G. A. et al. Journal of Immunology 158,
4301-4309, 1997). Ademas, se teme la inhibicion de la sintesis de proteina por un hospedante. Por tanto, se concilié
un método para preparar particulas fusionadas (HVJ-liposoma) fusionando un liposoma que incluye un gen o una
proteina con HVJ inactivado mediante irradiacion ultravioleta por adelantado, mediante el cual se hizo posible la
introduccién génica no invasiva en una célula u organismo vivo (documento de patente 1 y documentos no patentes
4y5).

Los presentes inventores desarrollaron previamente un nuevo vector de transfeccién hibrido combinando un virus
que tiene una capacidad de suministrar eficazmente genes (altamente eficaz) y un vector no viral con citotoxicidad e
inmunogenicidad (de baja toxicidad) y construyeron un liposoma viral formador de fusion que tiene una envoltura
formadora de fusion derivada del virus hemaglutinante de Japon (HVJ; virus Sendai) (Kaneda, 1998; Kaneda et al.,
1999). En este sistema de suministro, un liposoma de llenado de DNA es fusionado con un virus Sendai inactivado
por UV para formar virus Sendai-liposoma (400 a 500 nm de ancho) que es un virus-liposoma formador de fusion.
Una ventaja del sistema mediado por fusion consiste en que el DNA transfectado esta protegido contra la lisis de
endosomas y lisis de lisosomas en células receptoras. Por ejemplo, el DNA incorporado en el virus Sendai-liposoma
puede ser suministrado de forma segura a células de mamiferos (documento de patente 2). Pueden ser introducidos
también RNA, oligonucleétidos y farmacos en células in vitro e in vivo de forma eficaz. Ademas, los presentes
inventores inventaron un vector de transfeccién que tiene un gen extrafio incluido en el mismo liofilizando la
envoltura viral Sendai o mezclando la misma con un tensioactivo, como un vector de transfecciéon que posee una
elevada actividad de transfeccion que esta basada en una envoltura viral, que es seguro y estable y que hace
posible la transfeccion a una amplia gama de tejidos biolégicos (documento de patente 3). Es posible también
introducir eficazmente una sustancia en el cerebro o el sistema nervioso central usando la envoltura viral Sendai
(documento de patente 4). Ademas, los presentes inventores encontraron también un método en el que un agente
de quimioterapia como un agente anticancerigeno es incluido en la envoltura viral Sendai y transferido a células o un
organismo vivo y encontraron también que se obtiene un efecto adyuvante inmune (documento de patente 4,
documento de patente 5, documento de patente 6).

De este modo, ha sido desarrollada una diversidad de métodos terapéuticos del cancer. Los tratamientos de
canceres generales, particularmente tumores sélidos, incluyen un método en el que un farmaco eficaz es transferido
al tejido canceroso para destruir las células cancerigenas. También, se ha desarrollado no solamente quimioterapia
o terapia de modificaciéon que implica administracion de un agente de quimioterapia que consiste en un compuesto
de bajo peso molecular, sino también una diversidad de terapias como radioterapia, inmunoterapia y terapia
endocrina, Sin embargo, la presente situacion sigue siendo tal que no se puede concluir que los tumores sdlidos
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sean enfermedades completamente readmisibles. Entre los tumores sélidos, los canceres prostaticos, en particular,
se desarrollan como células de la prostata que pierden su funcién de proliferacion celular normal y se auto-propagan
ordenadamente. En los ultimos afios, la incidencia y las tasas de mortalidad para los pacientes de cancer prostatico
en Japdén han aumentado constantemente.

El documento EP 1.731.609 se refiere a un método de transferencia génica que usa un vector de envoltura viral (por
ejemplo, del virus Sendai) que hace posible una terapia génica mas segura y mas eficaz. EI documento WO
2005/094878 expone una envoltura viral entendida como una membrana que queda después de separar RNA o
DNA de un virus y se utiliza normalmente para la transfeccion de un gen, polinucledétido, oligonucleétido, plasmido y
similar encapsulados en la misma. El documento JP 2007 020494 se dirige al uso de un vector viral para el uso del
tratamiento de cancer de préstata.

En el caso de un cancer localizado en la prostata, esta indicada una prostatectomia radical; sin embargo, en los
ultimos afos, los pacientes con canceres tempranos que se estimaban quirdrgicamente extirpables han crecido con
la extension de la seleccidon que usa el marcador de antigeno especifico de la préstata (PSA). Sin embargo, la
frecuencia de la recurrencia después de una extirpacion quirirgica se informa que es generalmente de 20 a 57%,
planteando un problema la recurrencia todavia elevada.

Generalmente, para casos recurrentes y canceres prostaticos con avances apreciados fuera de la prostata, la
irradiacion por radiacion topica, terapia endocrina y similares se escogen como terapias de rescate, pero la
probabilidad de obtener una curacion radical es generalmente baja. Por tanto, se realiza una terapia neoadyuvante
en la que se realiza una terapia endocrina antes de la cirugia, con la finalidad de aumentar la probabilidad de una
extirpacion completa, pero los resultados obtenidos no son satisfactorios.

Particularmente en la terapia endocrina, a menudo surgen células de cancer prostatico que han adquirido
refractoriedad hormonal, dando lugar a resultados terapéuticos escasos. Por esta razén, como la situacion
permanece, hay expectativas para el desarrollo de un método terapéutico de cancer prostatico mas eficaz que
sustituya la terapia endocrina preoperatoria y un método para tratar eficazmente el cancer prostatico refractario a
hormonas.

Referencias de la técnica anterior

Documentos patentes

Documento Patente 1: US-B-5.631.237

Documento Patente 2: WO 2001/057204

Documento Patente 3: JP-A-2002-065278

Documento Patente 4: WO 2005/095613

Documento Patente 5: WO 2004/039406

Documento Patente 6: WO 2005/094878

Documentos no Patentes

Documento no Patente 1: Mulligan, Science, 260, 926-932, 1993

Documento no Patente 2: Ledley, Human Gene Therapy, vol. 6, 1129-1144, 1995
Documento no Patente 3: Cole G. A. et al. Journal of Immunology 158, 4301-4309, 1997
Documento no Patente 4: Dzau et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 11421-11425, 1996
Documento no Patente 5: Kaneda et al., Molecular Medicine Today, 5, 298-303, 1999
Sumario de la Invencion

Problemas a resolver mediante la invencion

Es un problema para ser resuelito mediante la presente invencidon proporcionar un nuevo agente
terapéutico/profilactico y un método terapéutico/profilactico para canceres prostaticos. Mas especificamente,
proporcionar un agente terapéutico/profilactico y un método terapéutico/profilactico para canceres prostaticos,
particularmente, para canceres prostaticos que se han hecho refractarios a hormonas debido a una terapia
endocrina. Es otro problema para ser resuelto mediante la presente invencion proporcionar un nuevo agente
terapéutico/profilactico para melanoma.
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Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores realizaron investigaciones intensivas para resolver los problemas anteriormente descritos y
encontraron que la propia envoltura viral Sendai induce apoptosis para células tumorales (células de cancer
prostatico) hasta exhibir un efecto antitumoral, demostrando asi que la propia envoltura viral Sendai puede ser
utilizada como un agente terapéutico/profilactico para canceres protaticos. Los presentes inventores encontraron
también que la propia envoltura viral Sendai puede ser utilizada como un agente terapéutico/profilactico para
melanoma. Consecuentemente, la presente invencion se expresa en las reivindicaciones 1-3.

Se proporciona también un método para tratar/prevenir melanoma, que comprende administrar una cantidad eficaz
de la envoltura viral Sendai (HVJ-E) como el Unico ingrediente activo para tratar/prevenir melanoma a un paciente de
melanoma o una persona en riesgo de contraer melanoma;

una composicion farmacéutica que comprende la envoltura viral Sendai (HVJ-E) como el unico ingrediente activo
para ser usado en el tratamiento/prevencién de melanoma;

un uso de una composicion farmacéutica que comprende la envoltura viral Sendai (HVJ-E) como el Unico ingrediente
activo para producir un agente terapéutico/profilactico para melanoma, y similares.

Efecto de la invencion

Se proporciona mediante la presente invenciéon un nuevo agente terapéutico/profilactico para canceres prostaticos.
El agente terapéutico/profilactico de cancer prostatico proporcionado por la presente invencién contiene una
envoltura viral, particularmente la envoltura viral Sendai como un ingrediente activo del mismo. El agente
terapéutico/profilactico de la presente invencion exhibe un excelente efecto terapéutico particularmente sobre
canceres prostaticos refractarios a hormonas.

En el tratamiento de canceres prostaticos, estan actualmente disponibles la seleccion PSA, extirpacion quirdrgica,
terapia endocrina, radioterapia y similares, pero el tratamiento radical del mismo contintia siendo un problema
principal. Usando experimentos in vivo, la presente invencion ha mostrado que la envoltura viral Sendai disminuye
considerablemente un cancer prostatico cuando es administrada directamente al cancer.

También se proporciona mediante la presente invencion un nuevo agente terapéutico/profilactico para melanoma. El
agente terapéutico/profilactico exhibe un efecto de regresion de melanoma a dosis bajas.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 presenta datos que muestran la capacidad de la envoltura viral Sendai para destruir células de cancer
prostatico (célula de cancer prostatico no refractario a hormonas LNCap, células de cancer prostatico refractario a
hormonas PC3 y DU145) o células epiteliales prostaticas humanas normales (PNT2). (A) muestra las tasas de
supervivencia de células cancer prostatico o células epiteliales prostaticas humanas normales en comparaciéon con
testigos (EGy) frente al numero de viriones de la envoltura viral Sendai (EGx); (B) muestra sus morfologias
representativas (velocidad de aumento x40). Cada flecha indica una célula fusionada con la envoltura viral Sendai.

La Fig. 2 presenta datos que muestran la capacidad de la envoltura viral Sendai para adherirse a células de cancer
prostatico refractario a hormonas (PC3, DU145), células de cancer prostatico no refractario a hormonas (células
LNCap) o células epiteliales prostaticas humanas normales (PNT2). La envoltura viral Sendai marcada con PKH26
fue administrada a células de cancer prostatico refractario a hormonas, células de cancer prostatico no refractarias a
hormonas o células epiteliales prostaticas normales humanas y se examin6 si se producia la fusiéon celular
(velocidad de aumento con focal x200). La tincion de DAPI indica un nucleo de célula.

La Fig. 3 presenta datos que muestran la capacidad de la envoltura viral Sendai para inducir apoptosis para células
de cancer prostatico refractario a hormonas (PC3). Se muestran imagenes tefiidas con TUNEL de células de cancer
prostatico después de ser tratadas con la envoltura viral Sendai (MOl 10%) o cuando no son tratadas (testigos)
(velocidad de aumento con focal x200). La tincion de DAPI indica un nucleo de célula.

La Fig. 4 presenta datos que muestran la capacidad potencial de la envoltura viral Sendai para inducir apoptosis
para células de cancer prostatico refractario a hormonas PC3. (A) compara células de cancer prostatico refractario a
hormonas positivas a anexina V entre un grupo de tratamiento de envoltura viral Sendai y un grupo sin tratamiento
(testigo). (B) muestra la expresion de proteinas de caspasa en células tumorales a las 12 y 24 horas después del
tratamiento con la envoltura viral Sendai.

La Fig. 5 presenta datos que muestran la capacidad potencial de la envoltura viral Sendai para inducir interferones
tipo | a células de cancer prostatico refractario a hormonas PC3. La Fig. 5(A) es una representacion grafica que
muestra cambios a lo largo del tiempo en las cantidades expresadas de interferones tipo | (INF-a, ) producidos por
PC3 en el medio (EGy) frente al nUmero de viriones de la envoltura viral Sendai (EGx). Los graficos muestran datos
estadisticamente tratados sobre los resultados de los tres ensayos. La Fig. 5(B) es una imagen de analisis por
transferencia Western que muestra las acciones de la envoltura viral Sendai y un anticuerpo receptor anti-INF sobre
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la expresion de RIG-I. Se uso 3-actina como testigo interno.

La Fig. 6 presenta datos que muestran el mecanismo relativo a la induccidon de apoptosis para células de cancer
prostatico refractario a hormonas PC3 por la envoltura viral Sendai. (A) compara la expresion de pSTAT1 y proteinas
de caspasa en células de cancer prostatico refractario a hormonas PC3 tratadas con la envoltura viral Sendai entre
un grupo de pretratamiento de inhibidor JAK y un grupo sin tratamiento. Como testigo interno se us6 B-actina. (B)
muestra imagenes de analisis por transferencia Western que comparan la expresion de proteinas pSTAT1, caspasa-
3 y caspasa-8 en células de cancer prostatico refractario a hormonas PC3 tratadas con la envoltura viral Sendai
entre la presencia y ausencia de pretratamiento inhibidor JAK y pretratamiento de anticuerpos receptor anti-INF. Se
uso B-actina como testigo interno. (C) compara células de cancer prostatico refractario a hormonas positivas a
anexina V tratadas con la envoltura viral Sendai entre el grupo de pretratamiento de inhibidor JAK y el grupo sin
tratamiento.

La Fig. 7 presenta datos que muestran la accién de disminucion de células de cancer prostatico refractario a
hormonas de la envoltura viral Sendai in vivo. (A) muestra que la administracion directa de la envoltura viral Sendai a
células de cancer prostatico refractario a hormonas trasplantadas a ratones SCID favorece la disminucién de células
de cancer prostatico refractario a hormonas. m: grupo de administracion de envoltura viral Sendai (5.000 HAU) (n=3);
e: grupo de administracion de PBS (n=3). (B) muestra fotografias representativas de ratones SCID en el grupo de
administracion de PBS o el grupo de administracion de envoltura viral Sendai a los 41 dias después del trasplante de
células de cancer prostatico refractario a hormonas. Estos descubrimientos demostraron que la envoltura viral
Sendai exhibia un efecto supresor de tumores sobre las células de cancer prostatico refractario a hormonas
trasplantadas a ratones SCID. (C) muestra que la administracion directa de la envoltura viral Sendai a células de
cancer prostatico refractario a hormonas trasplantadas a ratones SCID desprovistos de células NK con un anticuerpo
GM-1 anti-acialo favorece la disminucion de células de cancer prostatico refractario a hormonas. m: grupo de
administracién de envoltura viral Sendai (5.000 HAU) (n=3); e: grupo de administracién de PBS (n=3); A: grupo de
administracion de envoltura viral Sendai (5.000 HAU) + anticuerpo GM-1 anti-acialo (n=4). Los datos estadisticos se
expresan como media + s.e.m. Las comparaciones de grupo a grupo se realizaron mediante el ensayo de Student.
Un nivel significativo de P<0,01 se estim6 que indicaba un efecto.

La Fig. 8 es un dibujo que muestra el mecanismo relativo a la apoptosis a través de interferones para células de
cancer prostatico refractario a hormonas mediante la envoltura viral Sendai.

La Fig. 9(A) muestra el efecto supresor del crecimiento tumoral de un total de 3 veces de administracion de
GENO0101 a intervalos de 4 dias en un modelo de ratén de trasplante de una linea celular PC3 humana. (B) muestra
los cambios a lo largo del tiempo en la velocidad de cambio de peso corporal después del comienzo de la
administracion de GEN0101 en el modelo de ratones de trasplante de la linea celular PC3 humana.

La Fig. 10(A) muestra el crecimiento tumoral que suprime el efecto de un total de 2 veces de administracion
GENO0101 a intervalos de 7 dias en un modelo de ratén de trasplante de linea celular PC3 humana. (B) muestra los
cambios a lo largo del tiempo en el ritmo de cambio de peso corporal en el modelo de ratén de trasplante de la linea
celular PC3 humana después del comienzo de la administracién de GENO101.

La Fig. 11 muestra los cambios en el volumen tumoral en cada grupo después de la administracion de HVJ-E en
tumores. 0 Grupo A (grupo testigo de administracion 3 veces), ¢": Grupo B (grupo de 40 HAU de administracion 3
veces), °: Grupo C (grupo de 400 HAU de administracion 3 veces), m°: Grupo D (grupo testigo de administracion 6
veces), -E. Grupo E (grupo de 40 HAU de administracion 6 veces) a": Grupo F (grupo de 400 HAU de
administracion 6 veces), media * desviacion tipica para 6 a 9 animales, **: p<0,01, ensayo de comparacioén multiple
de Dunnett a los 20 dias después del trasplante de células tumorales.

La Fig. 12 muestra las curvas de supervivencia para diversos grupos después de la administracion de HVJ-E en
tumores. A: Curvas de supervivencia para los grupos que reciben una administracion 3 veces. B: Curvas de
superV|venC|a para los grupos que reciben una administracion 6 veces. o Grupo A (grupo testigo de administracion
3 veces), ¢%: Grupo B (%rupo de 40 HAU de administracién 3 veces), ¢°: Grupo C (grupo de 400 HAU de
administracion 3 veces), m°: Grupo D (grupo testigo de administracion 6 veces), m™: Grupo E (grupo de 40 HAU de
administracion 6 veces), m": Grupo F (grupo de 400 HAU de administracion 6 veces).

La Fig. 13 muestra los ritmos de cambio de peso corporal en grupos desde el dia 15 hasta el dia 36. 0 Grupo A
(grupo testigo de administracion 3 veces), 4°: Gru Dpo B (grupo de 40 HAU de administracion 3 veces), 0 Grupo C
(grupo de 400 HAU de administracion 3 veces), m": Grupo D (grupo testigo de administracion 6 veces), m": Grupo E
(grupo de 40 HAU de administracion 6 veces), -F Grupo F (grupo de 400 HAU de administracion 6 veces); los datos
se muestran como la media + desviacion tipica del ritmo del cambio (%) con el peso corporal en el dia 4 como
referencia.

Modos de realizar la invencion
La presente invencion se describe en detalle en lo que sigue.

La presente invencién proporciona un agente terapéutico/profilactico para cancer prostatico que contiene una
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envoltura viral como un ingrediente activo.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, “una envoltura viral” significa una estructura membranosa ubicada
en la parte mas exterior de un virus. En el virus, la envoltura normalmente cubre el genoma viral y proteinas de la
capside. La envoltura viral normalmente es capaz de portar una diversidad de sustancias en la intima de la misma, y
posee la actividad de fusionarse con la membrana celular y transferir las sustancias contenidas en la intima en las
células. Por esta razén, incluyendo en la intima de la envoltura viral una sustancia deseada [un gen (por ejemplo
DNA, RNA y similares), proteina (o péptido), compuesto (agente anticancerigeno, agente antibacteriano, promotor
de la inmunidad y similares)], y administrando esto a un individuo, es posible suministrar la sustancia deseada a una
diversidad de tejidos y células. Por tanto, pueden ser usadas las envolturas virales como vectores de una diversidad
de sustancias. La envoltura viral usada en la presente invencién puede tener una sustancia destinada a ser
introducida en un organismo vivo o una célula, incluida o no incluida en la intima de la misma. Como se muestra en
el ejemplo siguiente, la propia envoltura viral tiene un efecto para destruir células de cancer prostatico, por lo que en
una realizacion preferida, una sustancia destinada a ser introducida en un organismo vivo o célula no esta
sustancialmente incluida en la envoltura viral.

El virus usado para preparar la envoltura viral de la presente invencion puede ser cualquier virus que tenga una
envoltura, ya sea un virus de DNA o un virus de RNA. El virus de la presente invencion puede ser un virus de tipo
salvaje o un virus de tipo recombinante.

Estos virus incluyen, pero sin limitacion, Poxyiridae, Herpesviridae, Hepadnaviridae y Baculoviridae, que pertenecen
a los virus de DNA, y Retroviridae, Togaviridae, Coronaviridae, Flaviviridae, Paramyxoviridae, Orthomyxoviridae,
Bunyaviridae, Rhabdoviridae, Arenaviridae y Filoviridae y similares, que pertenecen a los virus de RNA. En la
presente invencién, de los virus anteriormente mencionados, se usan preferentemente virus pertenecientes a
Paramyxoviridae.

Ejemplos especificos de virus preferidos incluyen virus Sendai, Retrovirus, virus adeno-asociados, virus de herpes,
virus de vacunas, virus de la viruela, virus influenza y similares; lo mas preferentemente se usa el virus Sendai.

Los virus Sendai usados en la presente invencion, por ejemplo, VR-105, VR-907 y similares, pueden ser adquiridos
en la entidad American Type Culture Collection (ATCC; direccion: P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108 USA, TEL
[1]-703-365-2700).
http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx?ATCCNum=VR-
105&Template=animalVirology

Se describen envolturas virales mas en detalle, por ejemplo, en los documentos JP2001-286282A (documento WO
01/57204), JP2002-065278A, WO 03/014338 y similares y se pueden preparar especificamente de acuerdo, por
ejemplo, con el ejemplo 8 del documento JP-A-2001-286282 y similares. Alternativamente, la envoltura del virus
Sendai puede ser preparada también mediante proliferacion de virus Sendai y aislando y purificando la envoltura a
partir del virus recuperado, segun métodos descritos en los ejemplos posteriores de la presente memoria descriptiva.

La envoltura viral usada en la presente invencidén puede ser un virus inactivado. Como se indico, los virus pueden
ser obtenidos tratando por inactivacion un genoma viral. Ejemplos de tratamiento de inactivacion incluyen
tratamiento UV y tratamiento de alquilacion. Este tratamiento de inactivacion del genoma viral provoca que el DNA o
RNA genodmico resulte desnaturalizado o fragmentado en la envoltura viral. Especificamente, la envoltura viral
Sendai puede ser inactivada también segun un método descrito en un ejemplo posterior.

La envoltura viral usada en la presente invencion puede ser una que haya sido aislada y purificada. “Aislada y
purificada” significa que ha sido realizada una operacién para suprimir ingredientes distintos del producto deseado
(genoma viral, proteina del capside y similares).

En la presente memoria descriptiva, “canceres prostaticos” abarcan canceres que se han desarrollado en la prostata
y estan localizados en la préstata, canceres que se han desarrollado en la préstata y se han infiltrado fuera de la
prostata y canceres metastaticos/recurrentes derivados de canceres que se han desarrollado en la préstata.

Como los canceres prostaticos crecen inicialmente de forma dependiente de andrégenos después de la aparicion, a
menudo es eficaz una terapia endocrina (terapia de hormonas) en la que las cantidades de andrégenos secretados
en el cuerpo y las acciones de los andrégenos son suprimidas mediante la extirpacion de tejidos secretores de
andrégenos (testiculos, adrenales y similares), es a menudo eficaz la administracion de un inhibidor que antagonice
androgenos y similares. Ejemplos de “andrégenos” incluyen testosterona, dihidrotestosterona,
deshidroepiandrosterona, androsterona, androstenodiona y similares. En la presente memoria descriptiva, “terapia
endocrina (terapia de hormonas)” se refiere a un método terapéutico para suprimir la proliferacion de células de
cancer prostatico suprimiendo la secrecion y funcionamiento de andrégenos. Medios especificos de terapia
endocrina (terapia de hormonas) incluyen orquiectomia (cirugia de castracion) y terapias de farmacos; las terapias
de farmacos incluyen la administracion de agonistas LH-RH, agentes de hormonas anti-masculinas (agentes anti-
andrégenos) o agentes de hormonas femeninas (agentes de estrégenos) y similares. Sin embargo, es conocido que
la continuacién de esta terapia reduce la susceptibilidad a los andrégenos de las células de cancer prostatico, lo que
a su vez hace que las células sean capaces de proliferar de forma no dependiente de andrégenos. Como

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2532 808 T3

consecuencia, se debilita la eficacia de la terapia endocrina (terapia de hormonas) para canceres prostaticos. El
agente terapéutico/profilactico de la presente invencion es particularmente eficaz sobre canceres prostaticos cuya
susceptibilidad a los andrégenos ha sido parcial o completamente reducida de esta forma. “Susceptibilidad a los
androgenos” significa un grado de favorecimiento de la proliferacion de células de canceres prostaticos mediante
estimulacion con androgenos. “Una reduccion completa en la susceptibilidad de andrégenos” significa que el
crecimiento de cancer prostatico no esta favorecido en absoluto por la estimulacién con andrégenos. “Una reduccion
parcial en la susceptibilidad a andrégenos” significa que aunque el crecimiento del cancer prostatico es favorecido
debido a la estimulaciéon con andrégenos, el grado es inferior al inicialmente obtenido después de la apariciéon del
cancer prostatico. También, el agente terapéutico/profilactico de la presente invencion es eficaz particularmente
sobre canceres prostaticos refractarios a hormonas. “Refractario a hormonas” se refiere a un estado de cancer
prostatico en el que la terapia endocrina (o terapia de hormonas) se ha hecho parcial o completamente ineficaz
debido a una reduccién en la susceptibilidad a androgenos, que abarca también canceres prostaticos refractarios a
androgenos. “La terapia endocrina es parcialmente ineficaz” se refiere a un estado en el que el crecimiento del
cancer prostatico es parcialmente suprimido, pero el crecimiento no estd completamente terminado por medio de
una terapia endocrina. “La terapia endocrina es completamente ineficaz” se refiere a un estado en el que el
crecimiento del cancer prostatico no es suprimido en absoluto mediante una terapia endocrina.

Aunqgue continta siendo desconocido el motivo por el que las envolturas virales son eficaces particularmente sobre
canceres prostaticos en los que la susceptibilidad a andréogenos ha sido parcial o completamente reducida y
canceres prostaticos refractarios a hormonas, una razén parece ser que las envolturas virales son capaces de
fusionarse especificamente con células de canceres prostaticos que poseen estas caracteristicas.

En la presente memoria descriptiva, “tratamiento” se refiere a retrasar el progreso del cancer diana, o la contraccion
o desaparicion del tejido cancerigeno. Por tanto, esta abarcado no solamente suprimir o retrasar de forma parcial o
completa la proliferacion de células cancerigenas. “Prevencion” puede abarcar también la supresion de la aparicion
de un cancer prostatico por adelantado mediante la administracién a un paciente en riesgo de contraer un cancer
prostatico, y la prevencion de la recurrencia/metastasis de un cancer mediante la administracion a un paciente
después del tratamiento del cancer prostatico.

Aunque continta sin estar completamente claro el mecanismo mediante el cual la envoltura viral usada en la
presente invencién previene o trata canceres prostaticos, se cree que combinando las acciones de las envolturas
virales descritas a continuacion, la envoltura viral exhibe su excelente efecto terapéutico/profilactico sobre canceres
prostaticos.

Induccién de apoptosis

Las envolturas virales son capaces de actuar directamente sobre las células de cancer prostatico para inducir
apoptosis. Consecuentemente, el agente terapéutico/profilactico de la presente invencion es util como un inductor de
apoptosis para células de cancer prostatico. La apoptosis se refiere a la muerte celular genéticamente controlada,
definida mediante dos cambios bioquimicos: cambios morfolégicos celulares y fragmentacion de DNA en unidades
de nucleosomas.

Induccién o produccién de interferén a o 3

Las envolturas virales inducen la produccion de interferones de citoquinas a y/o B para células de cancer prostatico.
Los interferones a y 3 se conoce que poseen un potente efecto antitumoral, activan células NK, actian directamente
sobre células tumorales y suprimen su proliferacion.

Activacion de células NK

Como se muestra en el ejemplo siguiente, en un ratdon que carece de células NK debido a un tratamiento con
anticuerpos GM1 anti-acialo, el efecto terapéutico de las envolturas virales sobre canceres prostaticos se debilitd.
Por tanto, al menos parte de los efectos antitumorales de las envolturas virales se cree que se han conseguido a
medida que la envoltura viral activa células NK (células acialo GM1-positivas) directa o indirectamente.

Activacion de células T citotoxicas

Las envolturas virales activan células T citotoxicas (CTL). Por lo tanto, las envolturas virales son capaces de exhibir
no solamente un efecto citotdxico, sino también un efecto antitumoral a través de la inmunidad antitumoral.

El agente terapéutica/profilactico de la presente invencion puede ser administrado a través de una via opcionalmente
escogida. Sin embargo, las envolturas virales son capaces de actuar directamente sobre células de cancer
prostatico para inducir su apoptosis, como se establecidé anteriormente; por lo tanto, puede ser obtenido un efecto
terapéutico incluso superior administrando el agente terapéutico/profilactico de la presente invencién de una forma
tal que se permita que la envoltura viral entre en contacto con las células de cancer prostatico de forma tan eficaz
como sea posible. Desde este punto de vista, es deseable que el agente terapéutico/profilactico de la presente
invencion sea administrado por via subcutanea o administrado directamente al tejido de cancer prostatico y/o sus
proximidades. En la presente memoria descriptiva, la “administracion directa” se puede realizar en la medida en que
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el farmaco administrado es suministrado al tejido canceroso; la administracion directa es posible por inyeccion,
revestimiento, pulverizacion o direccién a diana en combinacién con un sistema de suministro de farmacos y
similares. Por tanto, la administracion directa permite que el farmaco actue por via tépica sobre el tejido canceroso
que esta siendo tratado. Para hacer maximo el efecto terapéutico/profilactico de la envoltura viral, el agente
terapéutico/profilactico de la presente invencion es inyectado preferentemente de forma directa en el tejido de cancer
prostatico.

En una realizacion, el agente terapéutico/profilactico de cancer prostatico de la presente invencion contiene una
envoltura viral que no tiene sustancialmente nada incluida en la misma artificialmente como un ingrediente activo. En
algunos casos, es posible formular el agente en forma de una preparacion Unica junto con uno o mas tipos de
ingredientes que sean eficaces en el tratamiento/prevencion del cancer, pero estos ingredientes activos no son
artificialmente incluidos en la envoltura.

Cualquiera que sea su forma de dosificacion, el agente terapéutico/profilactico del cancer en la presente invencion
incluye composiciones farmacéuticas como inyecciones, ungiientos y pulverizaciones. Preferentemente, la forma de
dosificacion es una inyeccion. Adicionalmente, en la actualidad, estan siendo desarrolladas técnicas de direccion a
diana para el suministro de una sustancia (un farmaco y similar) preferente o especificamente a una diversidad de
tejidos cancerigenos o se espera que se desarrollen en el futuro. El agente terapéutico/profilactico de la presente
invencion puede ser usado también junto con estas técnicas de direccion a diana y formulados de forma que sea
dirigido a diana a un tejido cancerigeno.

Los expertos en la técnica son capaces de formular el agente terapéutico/profilactico para el cancer de la presente
invencion en forma de una composicion farmacéutica segun el método de administracion del mismo.

En la medida requerida en la preparacion farmacéutica, se formula un vehiculo apropiado farmacéuticamente
aceptable, por ejemplo, un excipiente, un aglutinante, un lubricante, un disolvente, un disgregante, un solubilizante,
un agente suspensor, un emulsionante, un agente de isotonicidad, un estabilizador, un agente calmante, un
antiséptico, un antioxidante, un correctivo, un agente colorante y similares.

Como el excipiente, se pueden mencionar excipientes organicos como sacaridos como lactosa, glucosa y D-manitol,
almidones y celulosas como celulosa cristalina, excipientes inorganicos como carbonato de calcio y caolin y
similares; como el aglutinante, se pueden mencionar almidon gelatinizado, gelatina, goma arabiga, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio, celulosa cristalina, D-manitol, trehalosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona, poli(alcohol vinilico) y similares; como el lubricante, se pueden
mencionar acido estearico, sales de acidos grasos como estearatos, talco, silicatos y similares; como el disolvente,
se pueden mencionar agua purificada, solucion salina fisiolégica y similares; como el disgregante, se pueden
mencionar hidroxipropilcelulosa con baja sustitucion, celulosa quimicamente modificada y almidones y similares;
como el solubilizante, se pueden mencionar polietilenglicol, propilenglicol, trehalosa, benzoato de bencilo, etanol,
carbonato de sodio, citrato de sodio, salicilato de sodio, acetato de sodio y similares; como el agente suspensor o
emulsionante se pueden mencionar lauril-sulfato de sodio, goma arabiga, gelatina, lecitina, glicerol, monoestearico,
poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, células como carboximetilcelulosa de sodio, polisorbatos, aceite de ricino
endurecido con polioxietileno y similares; como el agente de isotonicidad se pueden mencionar cloruro de sodio,
cloruro de potasio, sacaridos, glicerina, urea y similares; como el estabilizador se pueden mencionar polietilenglicol,
dextrano-sulfato de sodio, otros aminoacidos y similares; como el agente corrector se pueden mencionar glucosa,
gluconato de calcio, hidrocloruro de procaina y similares; como el antiséptico se pueden mencionar
paraoxibenzoatos, clorobutanol, alcohol bencilico, alcohol fenetilico, acido deshidroacético, acido sérbico y similares;
como el antioxidante se pueden mencionar sulfitos, acido ascorbico y similares; como el corrector se pueden
mencionar edulcorantes, agentes para dar sabor y similares de uso comun en el sector farmacéutico; como el
agente colorante se pueden mencionar agentes colorantes de uso comun en el sector farmacéutico.

En lo relativo a la dosis del agente terapéutico, profilactico para el cancer de la presente invencion, el agente puede
ser administrado en una cantidad terapéutica/profilacticamente eficaz. Una dosis especifica puede ser determinada
segun el estado del paciente mediante un facultativo general o persona competente en el ajuste clinico. Variando
segun la edad del paciente receptor, el peso corporal y el estado patolégico, el método de administracién y similares,
el agente es administrado normalmente en una cantidad de 100 a 40.000 HAU, preferentemente 500 a 20.000 HAU,
mas preferentemente 1.000 a 10.000 HAU, de forma particularmente preferentemente 5.000 HAU o menos, para un
adulto, basado en la envoltura viral Sendai.

La frecuencia de administracion puede ser determinada también segun el estado del paciente por un facultativo
general o persona competente en el ajuste clinico. Generalmente se prefiere una administracion de dosis multiples,
pero esto no esta concebido como limitacion.

Por ejemplo, es factible un método de administracion en el que se administre una inyeccion directamente al tejido
cancerigeno en 3 veces o la inyeccion directa a intervalos de 3 dias.

El agente terapéutico, profilactico para el cancer de la presente invenciéon puede ser usado solo en una cantidad
terapéutica/profilacticamente eficaz. Alternativamente, después de que se realiza un tratamiento con el agente
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terapéutico para el cancer prostatico de la presente invencién, o durante una administracion continuada, el cancer
puede ser extirpado parcial o completamente mediante tratamiento quirdrgico. Ademas, el agente terapéutico para el
cancer prostatico de la presente invencion puede ser administrado también en combinacion con otro farmaco, por
ejemplo, un agento de quimioterapia. En este caso, el farmaco terapéutico para el cancer prostatico de la presente
invencion y el otro farmaco pueden ser administrados de forma simultanea o secuencial en un orden opcionalmente
escogido.

Ademas, el agente terapéutico/profilactico para el cancer prostatico de la presente invencién puede ser usado
también en combinaciéon con cualquier otro método terapéutico para el cancer. Otros métodos terapéuticos para el
cancer incluyen, pero sin limitacion, por ejemplo, extirpacion quirdrgica, terapia endocrina, radioterapia,
quimioterapia, inmunoterapia y similares. El agente terapéutico/profilactico de la presente invencion puede ser
administrado antes o después o de forma simultanea con estos otros métodos terapéuticos. Por tanto, el agente
terapéutico/profilactico de la presente invencion puede ser administrado a i) pacientes de cancer prostatico que no
han estado nunca en otro método terapéutico, ii) pacientes de cancer prostatico que estan en tratamiento mediante
otro método terapéutico o iii) pacientes de cancer prostatico que han sido programados para recibir otro método
terapéutico. En la presente memoria descriptiva, “terapia endocrina” es como se describié anteriormente. También
“radioterapia” se refiere irradiar una radiacién para los fines de controlar un tumor mediante la accién de disociacién
electrolitica de la radiacién. Como se usa en la presente memoria descriptiva, “quimioterapia” se refiere a realizar un
tratamiento del cancer usando un agente anticancerigeno. Como se usa en la presente memoria descriptiva,
“inmunoterapia” indica un método terapéutico para tratar un cancer, o retrasar su progreso, mejorando la funcién
inmune en el cuerpo del paciente. Generalmente, se pueden mencionar terapia de vacunas, inmunoterapia adoptiva
celular, terapia de citoquinas, terapia BRM y similares. Como se establecié anteriormente, la envoltura viral de la
presente invencion es eficaz particularmente sobre canceres prostaticos cuya susceptibilidad a andrégenos ha sido
parcial o completamente reducida y canceres prostaticos refractarios a hormonas. Por lo tanto, usando el agente
terapéutico/profilactico de la presente invencién en combinaciéon con una terapia endocrina, se pueden suprimir
células de cancer prostatico no refractario a hormonas asi como células de cancer prostatico refractario a hormonas.
En una realizaciéon preferida, el agente terapéutico/profilactico de la presente invencion es administrado a un
paciente de cancer prostatico que tiene un historial de recibir terapia endocrina. El paciente de cancer prostatico que
tiene un historial de recibir terapia endocrina porta a veces un cancer prostatico cuya susceptibilidad a andrégenos
ha sido parcial o completamente reducida o un cancer prostatico refractario a hormonas como resultado de una
terapia endocrina; en estos casos, el agente terapéutico/profilactico de la presente invencion es particularmente
ventajoso.

El agente terapéutico de cancer prostatico de la presente invencién suprime el aumento en el volumen del tejido
canceroso. Especificamente, el agente terapéutico de cancer prostatico de la presente invencién es capaz de reducir
el aumento de volumen en un 30% o mas, preferentemente 50% o mas, mas preferentemente 60% o mas, de forma
particularmente preferente 70% o mas, en comparacion el tejido de cancer prostatico que no experimenta
tratamiento. Como se describe en un ejemplo posterior, mediante 3 veces de administraciéon directa a un tejido
canceroso mediante inyeccion a intervalos de 3 dias, el aumento del volumen del tejido canceroso después de la
administracion puede ser suprimido en 90% o mas, o 95% o mas, durante 30 dias o mas después de la
administracion final. Este efecto enorme de la envoltura viral Sendai fue descubierto por primera vez mediante la
presente invencion. El agente terapéutico de cancer prostatico de la presente invencion se caracteriza por la
presencia de un ingrediente activo que consiste sustancialmente en la envoltura viral Sendai. Por tanto, estan
ausentes las reacciones adversas (nauseas, pérdida de cabello y similares) debidas a los agentes
quimioterapéuticos convencionales.

El mecanismo tras el efecto antitumoral de la envoltura viral inactivada de la presente invencion es estimado como
se describe a continuacién, pero no debe ser concebido como una limitacién. Los receptores de la envoltura viral
Sendai en la membrana celular son una clase de gangliésidos; GD1a, en particular, es un receptor principal. Este
gangliésido esta casi ausente en el epitelio prostatico normal, pero es intensivamente expresado en canceres
prostaticos refractarios a hormonas. Por lo tanto, cuando la envoltura viral Sendai se pone en contacto con células
de cancer prostatico refractario a hormonas, provoca eficazmente una fusién celular para inhibir la proliferacion
celular. Al mismo tiempo, el RNA de doble cadena derivado de virus se une al receptor de genoma viral intracelular
RIG-I, y la transduccion de la sefial resultante estimula las células cancerigenas para secretar interferon-a y B y las
células cancerigenas activan caspasa 3 y 8 para provocar apoptosis con los interferones secretados por las mismas.
Sin embargo, las células de prostata normales no se ven influenciadas sin interferones secretados por la accion de
la envoltura viral Sendai. Ademas, la envoltura viral Sendai favorece también la mejora de la expresion de RIG-1 y
aumenta su efecto de induccion de apoptosis especifica para células cancerigenas. En un modelo de tumor en
ratones, ademas de este efecto, como se encontrd por los presentes inventores en un modelo en ratén de cancer
renal, se encontr6 que las células NK capaces de atacar tumores también fueron desactivadas, mejorando asi
adicionalmente el efecto antitumoral. Aunque la verificacién no se puede conseguir en un modelo en ratén de cancer
prostatico humano, esta anticipado que las células D que son citotdxicas para tumores también seran activadas,
como ya ha sido informado en un experimento de tratamiento de cancer colorrectal; ademas del efecto de
destrucciéon de tumor directo, se espera que la administracién de la envoltura viral Sendai a los focos de cancer
localizados suprima no solamente los focos primarios, sino también las metastasis remotas y prevenga las
recurrencias, incluso en canceres refractarios al tratamiento, como resultado de la activacion de inmunidad del
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hospedante a tumores.

Ademas, la envoltura viral Sendai de la presente invencion sola exhibe un efecto de regresidon tumoral sobre
melanoma también. Consecuentemente, la presente invencion proporciona un agente terapéutico/profilactico para
melanoma que contiene la envoltura viral Sendai como el Unico ingrediente activo. Como se menciona con respecto
a melanoma, “tratamiento” o “prevencion” tienen la misma definicion que anteriormente mencionados “tratamiento” o
“prevencién” con respecto a canceres prostaticos.

El contenido de la envoltura viral Sendai como el Unico ingrediente activo se refiere al hecho de que uno cualquiera o
mas tipos de ingredientes que tengan un efecto antitumoral no estan incluidos en la envoltura, o no estan contenidos
en el agente terapéutico/profilactico. También, en la presente memoria descriptiva, “melanoma” abarca también
canceres que se han desarrollado en la piel, tejido orbital, epitelio mucosal oral y similares y estan localizados en
estos sitios de aparicion, canceres que se han desarrollado en la piel, tejido orbital, epitelio mucosal oral y similares
y que se han infiltrado fuera de estos sitios de aparicidon y canceres metastaticos/recurrentes derivados de canceres
que se han desarrollado en la piel, tejido orbital, epitelio mucosal oral y similares.

Cualquiera que sea la forma de la dosis, el agente terapéutico/profilactico para melanoma de la presente invencion
incluye composiciones farmacéuticas como inyecciones, ungientos y pulverizaciones. Preferentemente, la forma de
dosificacion es una inyeccion. Ademas, actualmente, estan siendo desarrolladas técnicas de direccion a diana para
suministrar una sustancia (un farmaco y similares) de forma preferente o especifica a una diversidad de tejidos
cancerosos, 0 se espera que se desarrollen en el futuro. El agente terapéutico/profilactico para melanoma de la
presente invencion puede ser usado también con estas técnicas de direccion a diana y formulados de forma tal que
sea dirigido a diana a un tejido canceroso. Los expertos en la técnica seran capaces de formular el agente
terapéutico/profilactico para melanoma de la presente invencion en forma de una composicion farmacéutica segun el
método de administracién de la misma; en la medida necesaria para la preparacion farmacéutica, pueden ser
usados vehiculos farmacéuticamente aceptables y similares utilizados en el agente terapéutico/profilactico para
cancer prostatico anteriormente mencionado en la medida apropiada.

En lo que se refiere a la dosis del agente terapéutico/profilactico para melanoma de la presente invencion, el agente
puede ser administrado en una cantidad terapéutica/profilacticamente eficaz. Una dosis especifica puede ser
determinada segun el estado del paciente por un facultativo general o una persona competente en el ajuste clinico.
Variando dependiendo de la edad del paciente receptor, peso corporal y estado patologico, el método de
administracion y similares, el agente es administrado normalmente en una cantidad de 10 a 10.000 HAU,
preferentemente 40 a 400 HAU para un adulto, basado la envoltura viral Sendai.

La frecuencia de administracion puede ser determinada también segun el estado del paciente por un facultativo
general o una persona competente en el ajuste clinico. Generalmente, se prefiere una administracion de dosis
multiples, pero esto no esta concebido como una limitacion.

Por ejemplo, es factible un método de administracion en el que una inyeccion es administrada directamente al tejido
canceroso en 1 a 10, preferentemente 3 a 6 veces de inyeccion directa y similares. El intervalo de tiempo de
administracion puede ser determinado también el estado del paciente y la inyeccién puede ser administrada a
intervalos, por ejemplo, de 2 6 3 dias.

La presente invencion se describe a continuacion en detalle por medio de los siguientes ejemplos en los cuales, sin
embargo, la invencion no esta limitada en modo alguno.

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion de envoltura viral Sendai inactivada usando tensioactivo
1: Proliferacion de virus Sendai

Aunque los virus Sendai proliferaron inoculando un virus de base a un huevo de pollo fertilizado son generalmente
utiles, los que han proliferado utilizando un sistema para infeccion viral persistente de células cultivadas o tejidos
cultivados de monos, seres humanos y similares (o hidrolasa como tripsina afiadida al caldo de cultivo) y los que han
proliferado infectando células cultivadas con un genoma viral clonado para provocar una infeccion persistente
pueden ser todos utilizados.

En este ejemplo, la proliferacion del virus Sendai se realiz6 como se describe a continuaciéon. Un virus de base de
virus Sendai se hizo proliferar usando un huevo fertilizado SPF (exento de agentes patdgenos especificos) y se
separo y purificd; el virus Sendai resultante (cepa Z) fue suministrado a un tubo de conservacion de células y se
conservo y preparo en nitrogeno liquido con la adiciéon de DMSO al 10%.

Se recibieron los huevos de pollo justo después de la fertilizacion, se colocaron en una incubadora (SHOWA-
FURANKI modelo P-03; aproximadamente 300 huevos acomodados) y se criaron bajo condiciones de 36,5 °C y una
humedad de 40% o mas durante 10 a 14 dias. En un espacio oscuro, usando una iluminacion para huevos (luz de
bombilla eléctrica emitida a través de una abertura de aproximadamente 1,5 cm de diametro), se comprobo la
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supervivencia de embriones y la camara de aire y la membrana corioalantoidea (un sitio escogido excepto un vaso
sanguineo grueso). El virus de base (extraido de nitrégeno liquido) se diluyé 500 veces con solucion de polipeptona
(polipeptona al 1% y NaCl al 0,2% combinados, ajustados a pH 7,2 con NaOH 1 M, tratada en autoclave y
conservada a 4 °C) y esto se dejoé en reposo a 4 °C. Los huevos se desinfectaron con Isodine y alcohol; se hizo un
pequefio orificio en el sitio de inyeccion de los virus usando un punzén y se inyectaron 0,1 ml de virus de base
diluido en la cavidad corioalantoica usando una jeringuilla de 1 ml equipada con una aguja de calibre 26. Se coloco
parafina fundida (punto de fusion 50 a 52 °C) en el orificio usando una pipeta Pasteur para cubrir el orificio. Los
huevos se colocaron en una incubadora y se criaron bajo condiciones de 36,5 °C y una humedad de 40% o mas
durante 3 dias. Seguidamente los huevos inoculados se dejaron en reposo a 4 °C durante una noche. Al dia
siguiente, la parte de camara de aire de cada huevo se corté usando unas tenacillas y se coloco una jeringuilla de 10
ml equipada con una aguja de calibre 18 en la membrana corioalantoica y el fluido corioalantoico se recogié en una
botella esterilizada mediante aspiracion y se conservé a 4 °C.

2: Purificacion de virus Sendai

El virus Sendai puede ser purificado usando métodos de purificacion basados en centrifugacion, métodos de
purificacién con una columna y otros métodos de purificacién conocidos por si mismos en este campo.

2.1: Métodos de purificacion por centrifugacion

Brevemente, se recuperd un liquido de virus proliferado mediante centrifugacion a baja velocidad y los fragmentos
de tejidos/células en el caldo de cultivo y fluido corioalantoico se separaron. La materia sobrenadante se purificd
mediante centrifugacion a velocidad elevada (27.500 xg, 30 minutos) y ultracentrifugacion (62.800 xg, 90 minutos) en
un gradiente de densidad de sacarosa (30 a 60% p/v). Se debe tener cuidado de manejar el virus tan suavemente
como sea posible durante la purificacion y conservarlo a 4 °C.

En este ejemplo, especificamente, el virus Sendai fue purificado mediante el método descrito a continuacion.

Se colocaron aproximadamente 100 ml de fluido corioalantoico que contenia virus Sendai (fluido corioalantoico de
huevo de pollo que contenia virus Sendai reunido y conservado a 4 °C) en dos tubos de centrifugacion de 50 ml
usando una pipeta Komagome de boca ancha (véase Saeki, Y., and Kaneda, Y: Protein modified liposomes
(liposomas HVJ) para el suministro de genes, oligonucledtidos y proteinas. Cell Biology; A laboratory handbook (2nd
edition), edited by J. E. Celis (Academic Press Inc., San Diego), vol. 4, 127-135, 1998), y se centrifugaron a 3.000
rpm durante 10 minutos a 4 °C (freno desconectado) y se retiraron fragmentos de tejido de huevo.

Después de la centrifugacion, la materia sobrenadante se suministré a cuatro tubos de centrifugacion de 35 ml (para
una centrifugacion a velocidad elevada) y se centrifugaron a 27.000 xg usando un rotor angular durante 30 minutos
(acelerador y freno conectados). Se retir6 la materia sobrenadante, se afiadieron BSS (Tris-HCI 10 mM (pH 7,5),
NaCl 137 mM, KCI 5,4 mM; se traté en autoclave y se conservo a 4 °C) (PBS aceptable en lugar de BSS) al
precipitado a aproximadamente 5 ml por tubo y el precipitado se dejé en reposo como estaba a 4 °C durante una
noche. El precipitado se esponjé mediante pipeteo suave usando una pipeta Komagome de boca ancha, se reunio
en un unico tubo y se centrifugé a 27.000 xg usando un rotor angular durante 30 minutos de la forma que
anteriormente. La materia sobrante se separd, se afadieron aproximadamente 10 ml de BSS al precipitado y el
precipitado se dejo en reposo a 4 °C durante una noche de la misma manera que anteriormente. El precipitado se
esponjé mediante pipeteo suave usando una pipeta Komagome de bonca ancha, se centrifugd usando una
centrifugadora a baja velocidad a 3.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C (freno desconectado) y se retiraron
fragmentos de tejido y masas de aglutinaciéon que permanecian sin separar. La materia sobrenadante se coloco en
un nuevo tubo esterilizado y éste se conservd como el virus purificado a 4 °C.

Se afadieron 0,9 ml de BSS a 0,1 ml del liquido de virus, se midié la absorbancia a 540 nm usando un
espectrofotometro y el titulo de virus se convirtié en una actividad de aglutinacion de eritrocitos (HAU). Un valor de la
absorbancia de 1 a 540 nm era casi igual a 15.000 HAU. En la presente memoria descriptiva, HAU (unidad de
hemaglutinacién) es una unidad de la actividad para eritrocitos aglutinantes, 1 HAU de HVJ-E se refiere a la unidad
minima que provoca aglutinacién cuando se mezcla el HVJ-E con eritrocitos de pollo. La HAU se cree que es casi
proporcional a la actividad de fusién. La actividad de aglutinacion de eritrocitos puede ser medida usando realmente
un liquido de eritrocitos de pollo (0,5 %) (véase el manual Dobutsu Saibou Riyou Jitsuyouka Manual, REALIZE INC.
(Uchida, Oishi, Furusawa editors) P259 to 268, 1984).

Ademas, se puede realizar en la medida necesaria una purificacion del virus Sendai usando un gradiente de
densidad de sacarosa. Especificamente, se dispone una suspension de virus en un tubo de centrifugadora con
soluciones de sacarosa al 60% y 30% (tratadas en autoclave) superpuestas una a otra en el mismo y se someten a
una centrifugacion de gradiente de densidad a 62.800 xg durante 120 minutos. Después de la centrifugacion, se
recupera la banda observada sobre la capa de solucion de sacarosa al 60%. En la suspension de virus recuperada
se dializa frente BSS o PBS como el fluido externo a 4 °C durante 1 noche para separar la sacarosa. Cuando la
suspension de virus no va a ser usada pronto, se afiaden glicerol (tratado en autoclave) y liquido de EDTA 0,5 M
(tratado en autoclave) a la suspension de virus para obtener concentraciones finales de 10% y 2 a 10 mM,
respectivamente, y la suspension del virus se congela suavemente a -80 °C y finalmente se conserva en nitrégeno
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liquido (la conservacion en congelacion es posible también usando DMS 10 mM en lugar de glicerol y liquido de
EDTA 0,5 M).

2.2: Métodos de purificacion usando columna y ultrafiltracion

En lugar del método de purificacion mediante centrifugacion, es aplicable a la presente invencion la purificacion del
virus Sendai usando una columna.

Brevemente, se purificé virus Sendai usando concentracién mediante ultrafiliracion a través de un filtro que tenia un
valor de corte del peso molecular de 50.000 (aproximadamente 10 veces) y mediante elucion mediante
cromatografia de intercambio iénico (NaCl 0,3 M a 1 M).

Especificamente, en este ejemplo, se purificd virus Sendai a través de una columna usando el método descrito a
continuacion.

Después de la recogida se filtré fluido corioalantoico a través de filtros de membrana de 80 ym a 10 ym. Se afadio
BPL de 0,006 a 0,008% (concentracion final) al fluido corioalantoico (4 °C, 1 hora) para inactivar el virus Sendai.
Incubando el fluido corioalantoico a 37 °C durante 2 horas se inactivo BPL.

EL fluido corioalantoico se concentré aproximadamente 10 veces mediante ultrafiltracion de flujo tangencial usando
un dispositivo 500KMWCO (A/G Technology, Needham, Mass.). Como solucién de tampén se usé NaCl 50 mM,
MgCl2 1mM, 2% de manitol, Tris 20 mM (pH 7,5). El ensayo de HAU produjo resultados favorables con una tasa de
recuperacion de virus Sendai de casi 100%.

Se purifico virus Sendai mediante un método de cromatografia de columna (solucién de Tris-HCI 20 mM (pH 7,5),
NaCl 0,2 a 1 M) usando un dispositivo QSepharose FF (Amersham Pharmacia Biotech K.K., Tokyo). La tasa de
recuperacion fue de 40 a 50%, siendo la pureza de mas de 99%.

La fraccién de virus Sendai se concentré mediante ultrafiliracion de flujo tangencial usando un dispositivo
500KMWCO (A/G Technology).

3: Inactivacion de virus Sendai
La inactivacion del virus Sendai se realizé mediante irradiacion ultravioleta como se describe a continuacion.
3.1: Método de irradiacion ultravioleta

Se colocé 1 mI de suspension de virus Sendai en una placa de Petri a través de 30 mm y se expuso a 99 o 198
mI|IJU|IOS/Cm El virus inactivado no tiene potencial de replicaciéon, pero permanece la capacidad potencial para
fusionarse con virus.

Ejemplo 2: Efecto antitumoral de envoltura viral Sendai in vitro

Se adquirieron células PC3, células DU145 y células LNCap de la entidad American Type Culture Collection
(Rockville, Md.). Las células DU145 se cultivaron en presencia de suero bovino fetal (FBS), 100 U/ml de penicilina y
100 ug/ml de streptomicina en medio RPMI1640 ((Nakarai Tesque, Kyoto, Japén). Las células PC3 se cultivaron en
presencia de 10% de FBS, 100 /ml de penicilina y 100 pg/ml de streptomicina en medio F12 Eagle modificado de
Dulbecco. Todos los cultivos celulares se realizaron bajo condiciones humidificadas de 37 °C y 5% de COs.

Las células PC3 y las células DU145, que son células de cancer prostatico refractario a hormonas, y una linea
celular de cancer prostatico no refractaria a hormonas de células LNCap, o células epiteliales prostatlcas humanas
normales (PNT2) se siembran para placas respectivas de 96 pocillos a una densidad de 1 x 10* células/pocillo; 24
horas mas tarde, las células se hicieron reaccionar con la envoltura viral Sendai [multiplicidad de infeccion (MOI): 10
a10* ] Las células se cultivaron adicionalmente durante 24 horas y se examinaron las tasas de supervivencia celular
mediante ensayo MTS usando un ensayo Celliter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega,
USA). Las tasas de supervivencia se expresan como relaciones respecto a grupos de no tratamiento con envolturas
virales Sendai respectivos (testigos); se muestra una representacion grafica en la Fig. 1(A). En todos los tipos de
células de cancer prostatico refractario a hormonas, el recuento de células viables disminuyé de forma dependlente
con la concentracion de envoltura viral Sendai; en las células tratadas con envoltura viral Sendai 10* MOI,
recuento de células viables disminuyé hasta 46% para células PC3 y hasta 35% para células DU145, en
comparacion con el testigo. Al mismo tiempo, en dicho intervalo de concentraciones, la envoltura viral Sendai no
tuvo influencia sobre las tasas de supervivencia de las células de cancer prostatico no refractarias a hormonas y
células epltellales prostaticas normales. Las imagenes microscépicas de un tratamiento testigo y con envoltura viral
Sendai 10* MOI de cada linea celular se muestran en la Fig 1(B) (tasa de aumento x40).

En las células de cancer prostatico no refractarias a hormonas y las células epiteliales prostaticas normales, no se
apreci6 muerte celular debido a la envoltura viral Sendai; la envoltura viral Sendai indujo la muerte celular
respectivamente para las células de cancer (prostata) refractarias a hormonas. Esto demostré un efecto antitumoral
selectivo de la envoltura viral Sendai sobre las células de cancer prostatico refractario a hormonas.
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Ejemplo 3: Adhesion celular combinada y efecto de fusion de membrana celular de la envoltura viral Sendai in vitro

Se sembraron células PC3 de linea celular de cancer prostatico refractarias a hormonas y células DU145, células de
cancer prostatico no refractarias a hormonas LNCap y células epiteliales prostaticas humanas normales (PNT2) en
un cubreobjetos revestido con polietilemina colocado en cada placa de 6 pocillos a una densidad de 2 x 10°

celulas/pocﬂlo Al dia siguiente, las células se hicieron reaccionar con envoltura viral Sendai marcada con PKH26
(10* MOI) a 37 °C durante 60 minutos, después de lo cual las células se lavaron dos veces con PBS vy se fijaron
mediante tratamiento con paraformaldehido (15 minutos, 4 °C). Después el nicleo celular se sometié contra-tincion
con DAPI y las células se examinaron un microscopio con focal (tasa de aumento x 200).

Estos descubrimientos demostraron que la envoltura viral Sendai exhibe una capacidad potencial de adhesion y
capacidad potencial de fusion de membrana para células de cancer prostatico refractario a hormonas (Fig. 2).

Ejemplo 4: Ensayo TUNEL in vitro

Se sembraron células PCS en cubreobjetos revestidos con polietilenimina colocados en una placa de 6 pocillos a
una denS|dad de 1 x 10° células/pocillo. Al dia siguiente, las células se hicieron reaccionar con la envoltura viral
Sendai (10 MOQI) y se cultivaron adicionalmente durante 24 horas, después de lo cual las células se lavaron dos
veces con PBS y se fijaron mediante tratamiento con paraformaldehido al 4% (15 MINUTOS, 4 °C). Usando un
estuche de ensayo de deteccion de apoptosis (TAKARA Bio.), segun los procedimientos proporcionados en el
manual de instrucciones, las células de apoptosis fueron determinadas mediante tincion de muesca final dUTP
mediada por desoxinucleétido transferasa (TdT) (TUNEL). Los resultados del examen microscopico con focal (pasa
de aumento x200) se muestran en la Fig. 3. Estos descubrimientos demostraron un aumento en las células positivas
a TUNEL en el grupo de administracion de envoltura viral Sendai.

Ejemplo 5: Efecto de induccion de muerte celular de envoltura viral Sendai in vitro

Usando un estuche de ensayo de deteccion de apoptosis V-FITC de anexina (BD Bioscience, CA, USA), se
examinaron las diferencias en la relaciéon de células de apoptosis después de un tratamlento con envoltura viral
Sendai. Se sembraron células PC3 para una placa de 6 pocillos a una densidad de 1x10° células/pocillo; 24 horas
después las células se hicieron reaccionar con la envoltura viral Sendai (10 MOQI). Las células se cultivaron
adicionalmente durante 24 horas, se lavaron dos veces con PBS, se volvieron a poner en suspension en una
solucion de tincion que contenia anexina V (5 pl) y yoduro de propidio (Pl) (2 ul) y se trataron a temperatura
ambiente en la oscuridad durante 15 minutos. La anexina V y el yoduro de propidio fueron adquiridos de la entidad
BD PharMingen (San Diego, CA). Las células se analizaron usando un citometro de flujo FACScan (Becton
Dickinson) con un programa de ordenador Cell Quest. Los resultados se muestran en la Fig. 4(A). En el grupo de
células tratadas con 10* MOI de la envoltura viral Sendai, en comparacion con el grupo no tratado con la envoltura
viral Sendai, se aprecid un aumento de mas de 2 veces en las células posmvas a anexina V. Seguidamente, se
sembraron células PC3 para una placa de 6 pocillos a una den3|dad de 1x 10° células/pocillo; 24 horas después, las
células se hicieron reaccionar con la envoltura viral Sendai (10 MOQI). Las células se cultivaron adicionalmente
durante 12 o 24 horas y se lavaron dos veces con PBS, después de lo cual las células se recuperaron y se lisaron
con tampén de lisis. Después de que se habia afiadido una cantidad igual de tampdn de muestra, el lisado celular se
llevd a ebullicion durante 10 minutos. Para cada muestra, se aplicaron 10 ug de la proteina A gel de dodecil-sulfato
de sodio-poliacrilamida al 4-20% y se analiz6 mediante electroforesis. Después de la migracion, la muestra se
transfiri6 a una membrana de poli(fluoruro de vinilideno); la membrana se bloqued con leche desnatada al 5% y se
traté con una mezcla de reaccién de anticuerpo primario al 0,1% y leche desnatada al 5% a 4 °C durante una noche.
Posteriormente, la membrana se lavd y se hizo reaccionar con anticuerpo anti-caspasa 3 marcado con HRP (PC-
020: TREVIGEN, MD, USA), anticuerpo anti-caspasa 8 (H-134: Santa Cruz, CA, USA) y anticuerpo anti-caspasa 9
(H-83: Santa Cruz, CA, USA) a temperatura ambiente durante aproximadamente 1 hora. Se realiz6 una deteccion
mediante quimioluminiscencia mediante el protocolo descrito en Ia guia de usuario ECL (Amersham). Los resultados
se muestran en la Fig. 4(B). En las células tratadas con 10* MOI de la envoltura viral Sendai, se apreciaron
aumentos en la expresion de caspasa 3 y 8 en comparacion con el testigo. Se usé como grupo testigo positivo una
muestra expuesta a radiacion (RT50Gy). Estos resultados demostraron que la envoltura viral Sendai exhibe una
capacidad potencial para inducir apoptosis para células de cancer prostatico refractario a hormonas.

Ejemplo 6: Efecto inductor de expresion INF a y B de envoltura viral Sendai in vitro

Se sembraron células PC3 para una placa de 96 pocillos a una densidad de 5 x 10* células/pocillo; 24 horas
después, las células se hicieron reaccionar con la envoltura viral Sendai (10> a 10* MOI) y se hicieron reaccionar
adicionalmente durante 24 horas. La materia sobrenadante del cultivo se recuperd y se midié la expresion de
interferones de tipo | (INF-a y INF-B) mediante un ensayo ELISA usando un reactivo disponible en el comercio (PBL
Biomedical Laboratories, Piscataway, NJ, USA). Los resultados se muestran en la Fig. 5(A). Se apreciaron
elevaciones de la expresion de INF a y  de una forma dependiente con la dosis de envoltura viral Sendai.
Seguidamente se examinaron las influencias de la envoltura viral Sendai y el anticuerpo receptor anti-INF sobre la
expresion de gen | inducible por acido ret|n0|co (RIG-I) de RNA helicasa. Se sembraron células PC3 para una placa
de 96 pocillos a una densidad de 5 x 10° células/pocillo; 24 horas después, las células se dividieron mediante la
presencia o ausencia de pretratamiento con un anticuerpo receptor anti-INF (20 pg/ml); después de que se realizd
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un pretratamlento de 3 horas, las células se hicieron reaccionar adicionalmente con la envoltura viral sendai durante
24 horas (10* MOI). Los resultados se muestran en la Fig. 5(B). Este descubrimiento demostré que el tratamiento
con la envoltura viral Sendai aumentd la expresion de RIG-I, mientras que esta accidon se redujo mediante el
tratamiento con el anticuerpo receptor anti-INF.

Ejemplo 7: Importancia de JAK en la induccion de la muerte celular mediante envoltura viral Sendai in vitro

Se sembraron células PC3 para una placa de 6 pocillos a una densidad de aproximadamente 1 x 10° células/pocillo;
24 horas después, las células se dividieron mediante la presencia o ausencia de pretratamiento de 1 hora con un
inhibidor JAK (1 pM) (Calbiochem, USA) y se hicieron reaccionar con la envoltura viral Sendai (10* MOI). Las
céluLas se cultivaron adicionalmente durante 24 horas y se lavaron dos veces PBS, después de lo cual las células
se recuperaron y se lisaron con tampon de lisis. Después de que se afiadié igual de tampon de muestra, el lisado
celular se llevé a ebullicion durante 10 minutos. Esta muestra fue analizada en cuanto a la expresion de las
proteinas pSTAT1 (Ser727: Santa Cruz, CA, USA), caspasa 3 y 8 y B-actina (IMG-5142A: IMAGENEX, CA, USA)
usando el mismo método de SDS-PAGE vy transferenma Western que en los del ejemplo. Los resultados se
muestran en la Fig. 6(A). En el grupo tratado con 10" MOI de la envoltura viral Sendai, se anotaron y compararon la
fosforilacion de STAT1 y la activacion de caspasa 3 y 8 con el grupo testigo no tratado con la envoltura viral Sendai.

Para examinar la influencia de la sefial de un receptor INF, se realizdé el experimento descrito a continuacién. Se
sembraron células PC3 para una placa de 6 pocillos a una densidad de aproximadamente 1 x 10° celulas/pocnlo 24
horas después, las células se dividieron en tres grupos: los que recibieron la envoltura viral Sendai sola (10 MOI),
los que recibieron la envoltura viral Sendai y un inhibidor JAK (1 uM) y los que recibieron la envoltura viral Sendai y
un anticuerpo receptor anti-INF (20 pg/ml); en primer lugar, se realizé6 un pretratamiento con el inhibidor JAK y el
anticuerpo receptor anti-INF durante 3 horas, des?ues de lo cual las células se hicieron reaccionar adicionalmente
con la envoltura viral Sendai durante 24 horas (10" MOI). Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS
y las células se recuperaron y se lisaron con un tampon de lisis. Después de que se afiadié una cantidad igual de un
tampon de muestra, el lisado celular se llevé a ebullicidon durante 10 minutos. Esta muestra se analizé en cuanto a la
expresion de las proteinas pSTAT1 (Ser727: Santa Cruz, CA, USA), caspasa 3 y 8 y B-actina (IMG-5142A:
IMAGENEX, CA, USA) usando el mismo método de SDS-PAGE y transferencia Western que los del ejemplo. Los
resultados se muestran en la Fig. 6(B). Cuando se traté un inhibidor JAK antes de la administracion de la envoltura
viral Sendai, la fosforilacion de STAT1 desaparecio y también desaparecio la expresion de caspasa 3 y 8. Cuando se
tratd con el anticuerpo receptor anti-INF antes de la administracion de la envoltura viral Sendai, la fosforilacion de
STAT1 desaparecio y desaparecié también la expresion de caspasa 3 y 8.

Seguidamente se sembraron células PC3 para una placa de 6 pocillos a una densidad de aproximadamente 1 x 10°
células/pocillo; 24 horas después, las células se dividieron mediante la presencia o ausencia de pretratamiento de 1
hora con un inhibidor JAK (1 uM) y se hicieron reaccionar con la envoltura viral Sendai (10* MOI). Las células se
cultivaron adicionalmente durante 24 horas, se lavaron dos veces con PBS, se volvieron a poner en suspension en
solucion de tincion que contenia anexina V (5 yl) y yoduro de propidio (PI) (2 pl), se trataron a temperatura ambiente
en la oscuridad durante 15 minutos y se analizaron usando un citometro de flujo. Los resultados se muestran en la
Fig. 6(C). Las células positivas a anexina V, que habian aumentado con la administracion de la envoltura viral
Sendai, disminuyeron como consecuencia pretratamiento con el inhibidor JAK. Estos descubrimientos demostraron
que la envoltura viral Sendai activaba la trayectoria de JAK-STAT para activar caspasa e inducir apoptosis.

Ejemplo 8: Analisis usando una micromatriz de induccion de expresion génica mediante envoltura viral Sendai

Se sembraron células PC3 para platos de 10 cm a una densidad de aproximadamente 1 x 10° células por plato; 24
horas después, las células se hicieron reaccionar con la envoltura viral Sendai (10* MOI). El cultivo se continta
adicionalmente durante 12 horas, se realizé la extraccion de RNA usando el estuche de ensayo RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Tokyo, Japon) segun el protocolo adjunto al estuche. Se realizé un analisis de micromatriz usando BIO
MATRIX RESEARCH INC. (Chiba, Japdn). Como resultado, los 20 genes de mayor valoracion en el grado de
elevacion de la expresion se muestran en la tabla 1. En la tabla, cada gen subrayado indica un gen inductor de INF.
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Tabla 1
Nombre del gen Numero de Nombre del Tasa de
acceso cédigo del gen aumento
Tipo 2',5-oligoadenilato sintetasa NM_003733 OASL 46,146305
Proteina inducida por interferén con 1 repeticion de | NM_001548 IFIT1 29,140244
tetraticopéptido
2'.5'-oligoadenilato sintetasa 1 NM_002534 OAS1 28,13778
myxovirus (virus de influenza) resistencia 1 NM_002462 MX1 24,609573
Dedo de zinc tipo CCCH NM_020119 ZC3HAV1 21,645533
2'.5'-oligoadenilato sintetasa 1 NM_016816 OAS1 20,149218
Proteina hipotética FLJ20035 NM_017631 FLJ20035 19,94105
Interferon inducido con dominio 1 de helicasa C NM_022168 IFIH1 17,397228
Caja de polipéptido 58 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) NM_014314 DDX58 13,773271
Miembro 2 de deshidrogenasal/reductasa (familia | NM_005794 DHRS2 12,704678
SDR)
Proteina 44 inducida por interferén NM_006417 IFl144 11,367937
Dominio que contiene 9 restos alfa estériles NM_017654 SAMD9 11,180847
Proteina inducida por interferén con 3 repeticiones | NM_ 001549 IFIT3 10,32524
de tetratricopéptido
Dominio con hecty RLD 5 NM_016323 HERC5 9,883629
2'.5'-oligoadenilato sintetasa 2 NM_016817 OAS2 9,332132
Factor 3 de transcripcion estimulado por interferon NM_006084 ISGF3G 8,624724
Proteina 1 de transmembrana inducida por interferon | NM_ 003641 IFITM1 8,122226
Interferon, proteina 6 alfa-inducible NM_022873 IFI6 6,6947846
Dominio con hecty RLD 6 NM_017912 HERC6 6,359301
2'.5'- oligoadenilato sintetasa 3 NM_006187 OAS3 5,908166

Ejemplo 9: Proliferacion de células cancerigenas in vivo

Los animales usados fueron ratones machos de 5 a 6 semanas de edad C.B-17/IcrCrj-SCID de los laboratorios
Charles River Inc. (Yokohama, Japon). Se volvieron a poner en suspension células PC3 (5 x 10° células) en 100 pl
de PBS y se administraron al dorso de cada ratén macho de 5 a 6 semanas de edad C.B-17/IcrCrj-SCID mediante
inyeccion intradermal. Cuando el cancer crecié hasta un diametro de aproximadamente 4-6 mm, a los 10, 13 y 16
dias después de la cirugia, se inyectd la envoltura viral Sendai (5.000 HAU en un volumen total de 100 ml) o 100 pl
de PBS en el tumor. Se midieron los volumenes de cancer mediante ensayo a ciegas usando calibradores y se
hicieron calculos usando la siguiente formula: volumen tumoral (mm?®) = longitud x (anchura)?/2. Los resultados se
muestran en la Fig. 7(A). El crecimiento tumoral fue considerablemente inhibido en el grupo de envoltura viral
Sendai; en el grupo de PBS testigo, sin embargo, no se apreci6 este efecto. Las fotografias del grupo de tratamiento
con envoltura viral Sendai y el grupo de tratamiento con PBS a los 41 dias después del trasplante del tumor se
muestran en la Fig. 7(B). Estos descubrimientos demostraron que la envoltura viral Sendai tenia un efecto supresor
del tumor sobre las células de cancer prostatico refractario a hormonas trasplantadas al ratén SCID.

En un modelo deficiente en células NK generado mediante administracion de un anticuerpo GM-1 anti-acialo, se
examind el efecto de la envoltura viral Sendai. Se inyectaron células PC3 por via intradermal al dorso de un ratén
SCID singeneico, y la envoltura viral Sendai sola, o la envoltura viral Sendai y 40 pl de anticuerpo GM1 anti-acialo
fueron inyectados en tumores 3 veces a intervalos de 3 dias (dias 10, 13 y 16). Los resultados de este experimento
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se muestran en la Fig. 7(C). En el grupo tratado con la envoltura viral Sendai y el anticuerpo GM1 anti-acialo, se
observo una reduccién en el efecto supresor del tumor.

Una indicacién del mecanismo relativo a la induccion de apoptosis para células de cancer prostatico no refractarias a
hormonas por la envoltura viral Sendai, estimado a partir de lo que antecede, se muestra en la Fig. 8. Ya se conocia
que el gangliésido GD1a (Rocheleau J. V. et al., Biosci Rep. 20, 139-55, 2000, Wybenga L. E et al., Biochemistry 35,
9513-8, 1996), que sirve como un receptor de la envoltura viral Sendai, es altamente expresado en células PC3 y
células DU145, pero no es expresado en células LNCap (Ravindranath M. H et al., Int J Cancer. 116, 368-77. 2005).

Ejemplo 10: Efecto supresor del crecimiento tumoral de GENO101 en modelo de ratén de trasplante de linea celular
PC3 humana

Se realizd un experimento usando una preparacion liofilizada de la envoltura viral Sendai preparada con células
humanas (HEK293) como hospedante (GEN0101). El método fue basicamente el mismo que el método que usa
huevos de pollo, con la excepcidon de que usaron células humanas (HEK293) como el hospedante en lugar de
huevos de pollo. Después de una purificacion, la preparacion de purificada, se usé la preparacion liofiilizada obtenida
mediante un método convencional. Para esta preparacion se uso6 la actividad de neuraminidasa (mMNAU) como la
unidad de medicién para la envoltura viral Sendai (la conversion HAU y mNAU fue aproximadamente HAU/mNAU =
5a3).

Se investigaron los efectores supresores del crecimiento tumoral sobre un modelo de animal que porta cancer
mediante trasplante intradermal de una linea celular de cancer prostatico humano refractaria a hormonas (PC3) a un
raton SCID bajo dos condiciones: GEN0101 (1.000 mNAU) administrado en tumores un total de 3 veces a intervalos
de 4 dias (ensayo a) y administrado en un total de 2 veces a intervalos de 7 dias (ensayo b). En el dia de comienzo
del experimento (dia 0), células PC3 humanas en la fase de crecimiento logaritmico fueron tripsinizadas y lavadas
con RPMI1640 (Invitrogen Japan K.K.), después de lo cual las células se dispersaron en un liquido mezclado 2:1 de
RPMI1640 y Matrigel (Nippon Becton Dickinson Co., Ltd.) para preparar una suspension celular para trasplante. A 26
ratones C.B-17/Icr-scid/scid Jcl machos de 6 semanas de edad (CLEA Japan, Inc.) bajo anestesia de Nembutal
(Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) se les afeito el pelo del dorso derecho con una maquinilla y se trasplantaron
2,0 x 10° células por animal por via intradermal. 4 dias después del trasplante celular (dia 4) se seleccionaron 20
animales divididos en cuatro grupos mediante toma de muestran estratificadas al azar de forma que el volumen
tumoral medio resultara aproximadamente uniforme entre los grupos, y se adjudicaron adicionalmente al azar a
grupos de medicacion en ensayo a'y b (GEN0101) y un grupo testigo (grupo de dosificacion de disolvente) (n=5). La
administracion de 1.000 mMNAU de GENO0101 o un disolvente (solucion de trehalosa al 5%) tuvo lugar un total de tres
veces en el dia 4, dia 8 y dia 12 para el ensayo A y un total de dos veces en el dia 4 y dia 11 después del trasplante
celular para el ensayo B. En cada de administracion, los animales se colocaron en una caja de anestesia rellenada
con Forane (ABBOTT JAPAN Co., Ltd.) vaporizado usando un vaporizador anestésico durante un tiempo
especificado. Se administraron 0,1 ml de GENO101 o el disolvente solo en el tumor de cada animal justo después de
ser sacado de la caja de anestesia, usando una jeringuilla de 1 ml (Terumo Corporation) y una aguja de inyeccion
30G (Nippon Becton Dickinson Co., Ltd.). Entre el dia de comienzo de la medicacion y el dia final del experimento
(dia 48), se verificaron los volimenes de tumor y las velocidades de cambio del peso corporal.

Los volumenes de tumor y las velocidades de cambio del peso corporal se calcularon usando la ecuacion siguiente.
Volumen de tumor (mm®)= [diametro menor (mm)] x diametro mayor (mm)/2

Velocidad de cambio del peso corporal (%)= 100 x [peso corporal en cada dia de medicién/ peso corporal en el
momento de agrupacion — 1]

El parametro para la evaluacién del efecto del farmaco fue el volumen de tumor en el dia 48; las diferencias entre el
grupo testigo y el grupo de medicacién se ensayaron estadisticamente. En los ensayos a y b, en primer lugar, se
ensayo la homocedasticidad mediante el ensayo F; en el caso de varianzas iguales, se realiz6 el ensayo de Student
t y en el caso de varianzas desiguales, se realizé el ensayo de Welch. Todos los ensayos se realizaron como un
ensayo de dos colas, siendo ajustado el nivel de significaciéon a a= 0,05 o a= 0,01.

Los cambios a lo largo del tiempo desde el dia de partida de la medicacion (dia 4) hasta el dia 48 en las medias y
errores estandar del volumen tumoral y la velocidad de cambio del peso corporal se muestran en el grupo de ensayo
en la Fig. 9 para el ensayo a y Fig. 10 para el ensayo b. En el ensayo a y el ensayo b, después del dia 19, el
volumen de tumor medio aumentd considerablemente en el grupo testigo, mientras que en el grupo de medicacion,
no se observé una tendencia de aumento claro y el volumen fue bajo durante todo el periodo de observacion (Fig.
9A, Fig. 10A). Como en el dia de la complecion del examen (dia 48), se observaron algunos individuos en los que el
tumor no era facilmente identificable mediante inspeccion visual en el grupo de medicacion (datos no mostrados). El
volumen de tumor medio para el grupo de medicacion en el dia 48 era 8,0%, en comparacién con el grupo testigo
para el ensayo a y 9,5% en comparacion con el grupo testigo para el ensayo b; en ambos ensayos, la diferencia
entre el grupo testigo y el grupo de administracion era estadisticamente significativa (p < 0,05 [ensayo a], p < 0,01
[ensayo b]). En todos los ensayos, durante todo el periodo de observacion, no se observo casi ninguna influencia de
la medicacion sobre la ganancia de peso corporal (Fig. 9B, Fig. 10B).
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Estos descubrimientos demostraron un efecto significativo del farmaco en ambos regimenes: 1.000 mNAU de
GENO0101 administrado en tumores un total de 3 veces a un intervalo de 4 dias a partir de 4 dias después del
trasplante tumoral (dia 4) y administrados en tumores un total de 2 veces a intervalos de 7 dias desde el dia 4. Se
demostré también que no se observé casi ninguna influencia de la medicacion sobre la ganancia del peso corporal.

Ejemplo 11: Efecto supresor del crecimiento de tumor de HVJ-E en modelo de raton de trasplante de melanoma de
raton en linea celular B16/BL6

(1) Sustancia de ensayo y sustancia testigo

Se us6 como sustancia de ensayo una preparacion liofilizada de HVJ-E (Genomidea Inc., nimero de lote: CC7-13).
En la administracion, la preparacion liofilizada se disolvié en agua para inyeccion (Otsuka Pharmaceutical Factory,
Inc., niumero de lote: K7C75) a 40.000 HAU/mI, después de lo cual la solucion se diluy6 con solucion de trehalosa al
5% (Genomidea Inc., numero de lote: GP29) para obtener una concentracion final de 400 HAU/ml o 4.000 HAU/ml, y
éstos se designaron DFD-40 y DFD-400, respectivamente. La sustancia del ensayo se prepar6 en el dia de
administracion y se almacend en hielo, después de lo cual se introdujo en una jeringuilla de inyeccion y se dejé en
reposo a temperatura normal durante 1 minuto hasta la administracion. Como sustancia testigo se usé una solucion
de trahalosa al 5% (Genomidea Inc., numero de lote: GP29). En lo que sigue, la solucidon de trehalosa al 5% se
indica como TS.

(2) Animales

Se adquirieron setenta ratones C57BL/6J hembras de 6 semanas de edad como animales para el trasplante de la
linea celular B16/BL6 en la entidad Charles River Japan Inc., y se identificaron individualmente mediante el método
de puncion en la oreja. Se escribieron en las etiquetas de los criaderos el dia de recepcion del animal, cepa, sexo y
numero de identificacion individual antes de la agrupacion, y numero de estudio, el dia de recepcion del animal,
cepa, sexo, grupo de ensayo, numero de animal y numero de identificacion animal después de la agrupacion. El
periodo de aclimatacion fue de 8 dias de duracién desde el dia de recepcion del animal; durante el periodo de
aclimatacion, todos los individuos fueron examinados en cuanto a descubrimientos macroscopicos (presencia o
ausencia de anormalidades externas, datos de consumo de alimentos/consumo de agua y similares). Se colocé un
lecho esterilizado con autoclave (lwakura Corporation) en las jaulas de los ratones de policarbonato (CLEA Japan,
Inc., 13,6 de largo x20,8 de ancho x11,5 cm de altura), y se albergd un ratén por jaula durante el periodo de
aclimatacion asi como durante el periodo experimental. El recinto de cria se mantuvo a una temperatura de 23 £ 2
°C, una humedad de 55 +10%, una frecuencia de ventilacion de 10 a 15 veces/hora (sistema de aire totalmente
fresco) y un tiempo de iluminacion de 7:00 a 19:00. Las rejillas que albergaban las jaulas se limpiaron con una
solucion desinfectante (una dilucién de 300 veces de PURELOX (hipoclorito de sodio al 6%, OYALOX Co., Ltd.))
cada dia excepto los sabados, domingos y fiestas oficiales y el suelo se limpid con la solucion desinfectante después
de la limpieza. La alimentacion alimento sdélido (CRF-1, Oriental Yeast Co., Ltd.), y el agua de bebida fue agua
corriente municipal de Ritto City. Los restantes animales se apartaron del estudio y fueron eutanizados con dietil-
éter.

(3) Cultivo de linea de células tumorales y preparacion de suspension celular

Se adquiri6 B16/BL6 (linea de melanoma de ratén, ID: TKG0598, nimero de lote: 12-6-02) de la empresa Cell
Research Center for Biomedical Research, Institute of Development, Aging and Cancer, Tohoku University, y se
usaron dentro de 1 mes después de 1 semana del comienzo del cultivo de resurgimiento. Usando RPMI1640
(Invitrogen Japan K.K.) que contenia 10% de suero bovino fetal (JRH Biosciences Company) como el medio de
paso, las células fueron cultivadas en presencia de 5% de CO; a 37 °C. En el caso de un paso a intervalos de 2
dias, se sembraron 1,5 x 10° células para un plato de cultivo de 10 cm. En el caso de un paso a intervalos de 3 dias,
se sembraron 1,0 x 10° células para un plato de cultivo de 10 cm. En la tarde del dia de comienzo del experimento
(dia 0), las células en la fase de crecimiento logaritmico fueron tripsinizadas y puestas en suspension en solucion
salina fisiolégica tamponada con fosfato (PBS(-), Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.) a 5,0 x 10° células/ml (5,0 x 10°
células/0,1 ml/raton). El liquido obtenido se usé como la suspension celular para el trasplante, que se recogio en una
jeringuilla de inyeccién de 1 ml (Terumo Corporation) equipada con una aguja de inyeccion 30G (Becton Dickinson
Company), y fue trasplantado. Después de ser preparada, la suspension celular se coloco en hielo y el trasplante se
completé en 60 minutos con agitacion vigorosa proporcionada mediante una operaciéon pipeteo cuando fuera
apropiado.

(4) Trasplante de células tumorales

Se diluy6 pentobarbital de sodio (Nembutal Injection, Dainippon Sumitomo Pharma Co., Ltd.) con solucién salina
fisiolégica (Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc.) para obtener una solucion de 6 mg/ml. Cada ratén fue anestesiado
administrando por via intraperitoneal esta solucion a una dosis de 60 mg/kg de pentobarbital de sodio. El pelo en el
sitio de trasplante fue afeitado con maquinillas, después de lo cual se trasplanté por via intradermal 0,1 ml de
suspension celular al dorso derecho.
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(5) Agrupacion

Cuatro dias después del trasplante de células tumorales (dia 4), se midieron los diametros de los tumores. Los
individuos con un volumen de tumor de 70 mm?® o mas, los individuos con pérdida de la suspension celular producida
en el momento del trasplante de células tumores, los individuos con una mancha negra aparecida bajo la piel en las
proximidades del sitio de trasplante de células tumores y los individuos con eritema en el sitio de trasplante de
células tumores fueron apartados; se calcularon la media y la desviacion tipica (SD) del volumen de tumor para
todos los individuos restantes. Seguidamente, se determinaron 50 animales que cumplian el requisito de un volumen
tumoral dentro de la media + 2 SD. Estos individuos se dividieron en seis grupos por volumen de tumor mediante
toma de muestras al azar estratificadas de forma que el volumen de tumor medio resultara uniforme entre los
grupos. Ademas, los animales fueron ubicados adicionalmente al azar para diversos grupos de ensayo de 9
animales usando tarjetas.

Once dias después del trasplante de células tumores (dia 11), se aprecioé una desviacion insignificante de volumen
tumoral entre los grupos; antes de la administracion en el dia 11, sobre la base del volumen tumoral del dia 11, se
realiz6 nuevamente la agrupacion. Dieciocho animales individuales que recibieron la misma sustancia (grupos de
ensayo 1y 4, grupos de ensayo 2 y 5, grupos de ensayo 3 y 6) se dividieron en dos grupos por volumen tumoral
mediante toma de muestras al azar estratificadas de forma que el volumen medio resultara casi uniforme y los
animales en cada uno de los dos grupos se ubicaron adicionalmente al azar hasta seis grupos para una
administracion de 3 veces o una administracion de 6 veces, usando tarjetas. Los datos particulares de la agrupacion
se muestran en la tabla 2.

Tabla 2
Grupo Descripcion Sustancia Dosis Frecuencia de Via de Numero de
administrada (HAU/raton) dosificacion administracion animales
(veces)
A Grupo testigo de TS — 3 Intratumoral 9
administracion 3
veces
B Grupo 40 HAU de DFD-40 40 3 Intratumoral 9
administracion 3
veces
C Grupo 400 HAU de DFD-400 400 3 Intratumoral 9
administracion 3
veces
D Grupo testigo de TS — 6 Intratumoral 9
administracion 6
veces
E Grupo 40 HAU de DFD-40 40 6 Intratumoral 9
administracion 6
veces
F Grupo 400 HAU de DFD-400 400 6 Intratumoral 9
administracion 6
veces

(6) Administracion de sustancia del ensayo y sustancia testigo

A los 4 dias (dia 4), 6 dias (dia 6), 8 dias (dia 8), 11 dias (dia 11), 13 dias (dia 13) y 15 dias (dia 15) después del
trasplante de células tumorales, se administraron la sustancia de ensayo o la sustancia testigo. A los 11 dias (dia
11), 13 dias (dia 13) y 15 dias (dia 15) la administracion tuvo lugar el grupo D, grupo E y grupo F. Los animales se
colocaron en una caja de anestesia en la que se mantuvo 2 a 3% de isoflurano (Forane, ABBOTT JAPAN Co., Ltd.)
usando un vaporizador (TK-5, NeuroScience, Inc.), y se anestesiaron mediante inhalacion durante 6 minutos. Justo
después cada animal fue sacado de la caja de anestesia, se administraron 0,1 ml de sustancia del ensayo o
sustancia testigo en el tumor de cada animal. En la administracion se clavé una aguja de inyeccion bajo la piel en las
proximidades de la masa tumoral y se confirmé el alcance de la punta de la aguja para el tumor por debajo de la piel,
después de lo cual la aguja se clavé adicionalmente en el centro del tumor. La sustancia del ensayo o la sustancia
testigo se administraron lentamente mientras encontraban resistencia hasta el final de la administracion. Sin
embargo, en individuos en los que el diametro sobrepasaba 160 mm?® después de la administracion en el dia 11 (42
vez), la sustancia de ensayo o la sustancia testigo se administré a la parte marginal del tumor, en la que el tejido
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tumoral probablemente iba a sobrevivir.
(7) Medicion de volumenes tumorales

En los dias 4, 8, 11, 13, 15, 18, 20, 24, 28, 32 y 36, el diametro menor y el diametro mayor del tumor se midieron
usando calibradores digitales (Mitutoyo Corporation, CD-15). En la medicion de los diametros tumorales, se
siguieron los criterios de tres aspectos mostrados a continuacion. (1) la mancha negra o nodo negro en el sitio de
trasplante de células tumorales debe ser medida. (2) si se observa una corteza o similar, el sitio si es negro y esta en
contacto con el foco primario, debe ser incluido en el intervalo de medicion. (3) si el foco primario ya no es negro, el
tumor se debe estimar que ha desaparecido. El volumen tumoral de cada animal en cada grupo se calcul6 usando la
siguiente ecuacion de calculo.

Volumen tumoral (mm?®) = [diametro menor (mm)]* xdiametro principal (mm)/2

Se realizé un analisis estadistico sobre el volumen tumoral en el dia 20. El dia 20 se ajusté como el limite superior
para el periodo en que el tumor no tenia influencia sobre el peso corporal. El analisis estadistico tuvo lugar usando el
programa GraphPad PRISM 4 (GraphPad Software Company). Los resultados obtenidos en el dia 20 se analizaron
mediante frecuencia de dosificacion usando un ensayo de comparacién multiple Dunnett. Especificamente, los
resultados para el grupo B (grupo de 40 HAU de administracion 3 veces) y grupo C (grupo de 400 HAU de
administracion 3 veces) frente a los resultados para el grupo A (grupo testigo de administracion 3 veces) y los
resultados para el grupo E (grupo de 40 HAU de administracion 6 veces) y grupo F (grupo de 400 HAU de
administracion 6 veces) frente a los resultados para el grupo D (grupo testigo de administracion 6 veces) fueron
ensayados respectivamente. Si el ensayo era significativo, las diferencias relacionadas con la frecuencia y
dosificacion fueron analizadas mediante un ensayo de comparacion multiple de Holm para las combinaciones de
grupo Ay grupo D, grupo By grupo E y grupo C y grupo F. También, las diferencias relacionadas a la dosis fueron
analizadas mediante un ensayo de comparacion multiple de Holm para las combinaciones de grupo B y grupo C y
grupo E y grupo F. Los voliumenes tumorales después de la administracion intratumoral de HVJ-E se muestran en la
Fig. 11. En la totalidad de grupo B, grupo C, grupo E y grupo F, los volimenes tumorales fueron inferiores que en los
grupos testigos con las correspondientes frecuencias dosificadoras; a los 20 dias después del trasplante de células
tumorales, los volumenes tumorales eran significativamente inferiores que en los grupos testigos con las
correspondientes frecuencias dosificadoras. Al mismo tiempo, con la administracion de 3 veces asi como con la
administracion de 6 veces, no se aprecio ninguna diferencia entre el grupo de 40 HAU y el grupo de 400 HAU. A las
dosis tanto 40 HAU como de 400 HAU, no se aprecié ninguna diferencia entre el grupo de administracion de 3 veces
y el grupo de administracion de 6 veces. Los resultados de los ensayos se proporcionan conjuntamente en la Tabla
3.

Tabla 3
Comparacién de administracion 3 veces y Comparacion de 40 HAU y 400 HAU
administracion 6 veces
Grupo Ay Grupo D NS
Grupo B y Grupo E NS Grupo By Grupo C NS
Grupo Cy Grupo F NS Grupo E y Grupo F NS

NS: No Significativa, ensayo de comparacion multiple de Holm sobre el volumen tumoral a los 20 dias después del
trasplante de células tumorales

(8) Calculo de tasas de supervivencia

Para cada grupo, la tasa de supervivencia hasta el dia de complecién del experimento se calculd usando la siguiente
ecuacion de calculo. En lo que se refiere a las fechas de muerte, las muertes antes de mediodia se consideré que se
producian en el dia y las muertes posteriores se consideré que se producian al siguiente dia. Para un analisis
estadistico, se generaron graficas de la tasa de supervivencia mediante el método Kaplan-Meier, después de lo cual
los datos se analizaron mediante frecuencia y dosificacion usando el ensayo de Logrank. Se realizaron multiples
correcciones segun el método de Holm. Las tasas de supervivencia se calcularon segun la ecuacion siguiente.

Tasa de supervivencia (%)= 100 x (numero de animales supervivientes en cada grupo)/ (numero de animales en
cada grupo en el dia 11)

En el grupo D solamente, dos individuos en 1 dia después de la 5% administracion. Aunque las causas de estas
muertes no pudieron ser identificadas, es posible que la tensién debida a la administracion del liquido de farmaco en
el tumor expandido pueda provocar una reaccion letal como un choque. Los datos sobre los dos individuos muertos
fueron excluidos del analisis. Las curvas de supervivencia después de la administracién intratumoral de HVJ-E se
muestran en la Fig. 12. Con la administracion de 3 veces, en el grupo C (grupo de 400 HAU), en comparacion con el
grupo testigo, no se aprecio extension del periodo de supervivencia y en el grupo B (grupo de 40 HAU) se aprecio
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una extension significativa del periodo de supervivencia. Al mismo tiempo, con el grupo de administracion de 6
veces, en el grupo E (grupo de 40 HAU) asi como en el grupo F (grupo de 400 HAU), se aprecié una extension
significativa del periodo de supervivencia en comparacion con el grupo testigo. Los resultados del ensayo de orden
logaritmicos se muestran en la tabla 4.

Tabla 4

Administracion de 3 veces

Grupo B (40 HAU) *

Grupo C (400 HAU) NS

Administracion de 6 veces

Grupo E (40 HAU) *

Grupo F (400 HAU) >

NS: No Significativo, *: p< 0,05, **: p< 0,01

Ensayo de orden logaritmico frente a grupo testigo en el momento en que todos los animales en el grupo testigo
habian muerto

Estimando a partir de lo que antecede, el periodo de supervivencia se extendié en todos los grupos. En este
ejemplo, no se aprecié ninguna diferencia significativa en el grupo de administracion de 3 veces 400 HAU (grupo C),
pero en los demas grupos se aprecié una diferencia significativa.

(9) Peso corporal

Cada animal fue pesado usando una balanza electronica ((Kensei Co., Ltd.), GX-2000) en el dia después de la
recepcion del animal (dia 7), el dia de trasplante de las células tumorales (dia 0) y el dia de la medicién del volumen
tumoral (dias 4, 8, 11, 15, 18, 20, 24, 28, 32 y 36). Los resultados medidos se imprimieron usando una impresora (A
& D Co., Ltd., AD-8121). Para cada grupo, se calcularon las velocidades de cambio del peso corporal para animales
individuales después del dia 4 usando la siguiente ecuacién de calculo.

Velocidad de cambio del peso corporal (%)= 100x (peso corporal en cada dia de medicién-peso corporal en dia 4)/
(peso corporal en el dia 4)

En lo que respecta a las velocidades de cambio del peso corporal desde el dia 4 (agrupacion inicial) hasta el dia 11,
todos los grupos tenian algunos individuos que experimentaban una pérdida de peso corporal transitoria; sin
embargo, estimando a partir de la velocidad del cambio de peso corporal media, no se observé ninguna ganancia o
pérdida apreciable del peso corporal como una tendencia global, ni hubo diferencias apreciables entre los grupos.
En cuanto a las velocidades de cambio del peso corporal después del dia 12, no se aprecié ningdn aumento o
disminucion considerable del peso corporal hasta el dia 20 ni hubo ninguna diferencia apreciable entre los grupos.
Después del dia 20, en todos los grupos, la velocidad media de cambio del peso corporal aumenté y se observé una
tendencia a una ganancia del peso corporal a lo largo del periodo experimental. En la Fig. 13 se muestran las
velocidades de cambio del peso corporal desde el dia 15 hasta el dia 36 en los respectivos grupos.

Aplicacién industrial

En el tratamiento de canceres prostaticos estan actualmente disponibles seleccion de PSA, extirpacion quirdrgica,
terapia endocrina, radioterapia y similares, pero continia siendo un problema su tratamiento radical. El agente
terapéutico/profilactico para el cancer que contiene una envoltura viral, particularmente la envoltura viral Sendai
como ingrediente activo, proporcionado por la presente invencion, exhibe un excelente efecto terapéutico/profilactico
sobre canceres prostaticos refractarios a hormonas y es terapéuticamente en particular sobre canceres prostaticos
recurrentes después de una terapia endocrina. El agente terapéutico/profilactico para el cancer de la presente
invencion que contiene la envoltura viral Sendai sola exhibe un efecto de regresion sobre melanoma a dosis bajas y
se espera que sea un nuevo farmaco terapéutico que contribuya a reducir la carga sobre el paciente.
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REIVINDICACIONES
1. Una envoltura viral Sendai (HVJ-E), para ser usada en el tratamiento/profilaxis de cancer prostatico.
2. Una envoltura viral Sendai (HVJ-E), para ser usada en la induccion de apoptosis de cancer prostatico.

3. La envoltura viral Sendai para ser usada segun la reivindicacion 1 6 2, en la que una sustancia destinada a ser
introducida en un organismo vivo o célula no esta incluida en la envoltura viral.

4. La envoltura viral Sendai para ser usada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es inactiva,
deficiente en replicacion y de tipo salvaje.

5. La envoltura viral Sendai para ser usada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la
susceptibilidad a andrégenos del cancer prostatico ha sido parcial o completamente reducida.

6. La envoltura viral Sendai para ser usada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el cancer
prostatico es refractario a hormonas.

7. La envoltura viral Sendai para ser usada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que es adecuada
para una administracion directamente al cancer prostatico.

8. La envoltura viral Sendai para ser usada segun la reivindicacion 7, que es adecuada para una inyeccion
directamente al cancer prostatico.

9. La envoltura viral Sendai para ser usada segun la reivindicacion 8, que es adecuada para una administraciéon a un
paciente de cancer prostatico que tiene un historial de recibir terapia endocrina.

10. La envoltura viral Sendai para ser usada segun la reivindicacion 9, en la que el paciente de cancer prostatico que
tiene un historial de recibir terapia endocrina porta un cancer prostatico cuya susceptibilidad a andrégenos ha sido
parcial o completamente reducida.

11. La envoltura viral Sendai para ser usada segun la reivindicacion 9, en la que el paciente de cancer prostatico que
tiene un historial de recibir terapia endocrina porta un cancer prostatico refractario a hormonas.

12. Una envoltura viral Sendai (HVJ-E), para ser usada en el tratamiento/profilaxis de melanoma.

13. Una composicion farmacéutica, que comprende la envoltura viral Sendai (HVJ-E) como el Unico ingrediente
activo para ser usado en el tratamiento/prevencién de melanoma.
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG.9
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FIG. 10
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FIG. 11
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FIG. 12
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FIG. 13
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