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DESCRIPCIÓN 
 
Virus de ARN oncolítico genéticamente estable, método de fabricación y uso del mismo 
 
Campo técnico 5 
 
La invención se refiere al desarrollo de una novedosa preparación contra el cáncer producida biotecnológicamente, 
concretamente, un virus de ARN oncolítico genéticamente estable, un método para la fabricación del virus oncolítico 
y el uso del mismo. 
 10 
Antecedentes de la invención 
 
La capacidad de los virus para destruir las células cancerosas se conoce desde hace más de un siglo [Kelly, E.; 
Russell, S.J. History of oncolytic viruses: genesis to genetic engineering. Mol. Ther. 2007, 15, pp. 651-659] y ha 
habido numerosos éxitos prometedores en la terapia del cáncer experimental con diversos virus, sin embargo, su 15 
uso en la práctica clínica se ve obstaculizada por la dificultad de prever la interacción entre el tumor y su 
hospedador, así como entre el virus y la respuesta del sistema inmunitario humano a los anticuerpos virales. 
 
Aunque las investigaciones clínicas sobre el uso de virus en la terapia del cáncer se iniciaron hace más de 50 años, 
en la actualidad sólo dos virus están aprobados para uso clínico en el tratamiento del cáncer. Son adenovirus con el 20 
gen E1 B 55K suprimido (Garber, K. China approves world's first oncolytic virus therapy for cancer treatment. J. Natl. 
Cancer Inst. 2006, 98, pp. 298-300) y enterovirus Picornaviridae pasivizados sin modificar del tipo Echo (patente 
eurasiática 007839; solicitud de patente europea 03733607), que actúan como inmunoestimulantes antitumorales. 
 
El documento EP 1537872 divulga el uso de un virus ECHO-7 en la inmunoterapia activa de tumores. El virus se 25 
recuperó a partir del tracto intestinal y se aisló en un cultivo de células embrionarias primarias humanas. En la 
página 2, párrafo 18 se señala que se seleccionaron los serotipos no patogénicos del virus (en particular ECHO 7). 
El virus se cultivó en el tejido tumoral, a continuación en los fibroblastos embrionarios humanos y se repitió el 
proceso. Se demostró que el virus obtenido era capaz de mejorar la supervivencia en pacientes con melanomas de 
piel. 30 
 
El desarrollo de virus oncolíticos novedosos eficaces sigue siendo actualmente un problema (Han Hsi Wong, 
Nicholas R. Lemoine, Yaohe Wang, Viruses 2010, 2, pp. 78-106). 
 
Con el fin de aumentar el potencial del virus para infectar selectivamente las células cancerosas y aumentar la 35 
actividad oncolítica, se han divulgado una serie de virus modificados. Se caracterizan por la eliminación de genes 
específicos, evitando así su propagación en las células normales, o la integración de genes adicionales para mejorar 
las propiedades oncolíticas. 
 
Sin embargo, el conocimiento limitado acerca de las modificaciones genéticas que proporcionan la selectividad y 40 
eficacia contra las células tumorales, da lugar a virus modificados con actividad citolítica inferior, en comparación 
con el original, o una mayor respuesta contra el virus del sistema inmunitario humano (S.Meerani, Yang Yao, 
Oncolytic viruses in cancer therapy. European Journal of Scientific Research, vol. 40 no.1 (2010), pp.156-171; Han 
Hsi Wong, Nicholas R. Lemoine,Yaohe Wang, Viruses 2010, 2, 78-106).  
 45 
Aunque los virus son herramientas bien establecidas para el transporte de vectores en la célula, su uso está limitado 
por la alta inmunogenicidad de los virus (Peng, Z. Current status of gendicine in China: recombinant human Ad-p53 
agent for treatment of cancers. Hum. Gene. Ther. 2005, 16, 1016-1027). 
 
Una de las propiedades adversas más graves de los virus de tipo ECHO no modificados, incluyendo ECHO 7, es su 50 
capacidad de causar infecciones que pueden tener un resultado mortal (Wreghitt T.G., Gandy G.M., King A., Sutehall 
G., Fatal neonatal ECHO 7 virus infection, The Lancet, vol. 324, p.465, 1984). Estos virus son conocidos por ser 
responsables de la fiebre aftosa humana en Malasia (http://www.vadscorner.com/echovirus7.html), de la miocarditis 
en niños leucémicos (Midula M., Marzetti G., Borra G., Sabatino G., Myocarditis associated with ECHO 7 type 
infection in leukemic child, Acta Paediatrica Volume 65, Issue 4, pp. 649-651, July 1976), la meningitis aséptica, la 55 
enfermedad paralítica y fiebre (http://virology-online.com/viruses/ Enteroviruses6.htm). 
 
Por lo tanto la patogenicidad es una de las principales limitaciones que deben superarse en el uso de los virus de 
tipo ECHO 7 en el tratamiento de pacientes con cáncer. 
 60 
Descripción de la invención 
 
[PROBLEMA TÉCNICO] 
 
Por lo tanto, el problema a resolver era el desarrollo de un virus oncolítico selectivo altamente eficiente sin 65 
patogenicidad en las células normales y de baja respuesta inmunitaria y que posea una alta estabilidad genética. 
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[SOLUCIÓN AL PROBLEMA] 
 
Este problema se resuelve sorprendentemente mediante una modificación dirigida de un virus de ARN de cadena 
sencilla mediante el desarrollo de un método que utiliza el alto potencial de mutación del virus de ARN de cadena 
sencilla en combinación con una selección de mutantes dirigida específicamente, que permita la separación rápida 5 
del conjunto de especies mutantes con una actividad oncolítica alta y selectiva. Muchas células cancerosas son 
resistentes al virus (el virus no puede entrar en la célula y sobrevivir allí). Mediante la selección cuidadosa de líneas 
celulares en donde se modifica el virus y mediante el tratamiento previo adecuado de las células cancerosas es 
posible crear un virus genéticamente estable y no patógeno para el tratamiento del cáncer. 
 10 
Breve descripción de la invención 
 
Hemos desarrollado un método para modificar el virus ECHO 7 nativo, identificado por la secuencia del genoma 
SeqNo2, comprendiendo el método inicialmente realizar la adaptación del virus en las células cancerosas, atenuado 
por un agente antineoplásico, tal como dacarbazina, hacer pases del virus modificado a un cultivo de fibroblastos 15 
embrionarios humanos, propagar en células de melanoma humano y hacer pases en un cultivo de fibroblastos 
embrionarios humanos, opcionalmente tratado con ribavirina, aislar el virus y purificar el virus. El virus puede ser 
aislado y purificado por métodos conocidos. 
 
Durante la realización de la adaptación del virus se pueden utilizar más de un tipo de líneas celulares. 20 
 
La invención es como se expone en las reivindicaciones 1-12. 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS APÉNDICES QUE CONTIENEN LAS SECUENCIAS (apéndices que forman parte 
de la descripción) 25 

 
Apéndice 1: Secuencia de nucleótidos del virus modificado (SEQ ID NO: 1) 
Apéndice 2: Secuencia de nucleótidos del virus no modificado (nativo) (SEQ ID NO: 2) 
Apéndice 3.Secuencia de nucleótidos del virus modificado después de la propagación durante 12 meses (SEQ ID 
NO: 3) 30 
Apéndice 4.Comparación de los genomas del virus modificado y el virus no modificado (nativo) (SEQ ID NO: 4) 
Apéndice 5.Comparación de las secuencias de aminoácidos del virus modificado y el virus no modificado (nativo) 
(SEQ ID NO: 5). 

 
Descripción detallada de la invención 35 
 
Hemos descubierto inesperadamente la idoneidad para este fin de un enterovirus Picornaviridae de tipo Echo 7 
conocido, aislado a partir de intestino humano. Se determinó que la secuencia de nucleótidos original, determinada 
por un método estándar, era bastante similar a la del enterovirus Picornaviridae de tipo Wallace. 
 40 
La comprobación de la actividad oncolítica de los enterovirus nativos aislados en el tejido de angiosarcoma demostró 
que ni los virus individuales ni sus combinaciones en una dosis de 3x105 TCID50/0,03 ml poseían actividad oncolítica 
sustancial con excepción del tipo ECHO 7 que mostró la actividad más prometedora (Tabla 1). 
 

Tabla 1. Influencia de los virus sobre el cultivo de tejido de angiosarcoma 45 
Virus Número de 

animales 
Número de tumores 
en regresión el día 4 

después de la 
infección 

Aislado 

(virus 
supervivientes) 

Título viral el día 4 

TCD50/0,1 ml 

 

ECHO 4 6 0 ECHO 4 106-107

ECHO 7 6 0 ECHO 7 105-106 

Coxsackie B-5 6 0 Coxsackie B-5 107-108 

ECHO 4 + ECHO 7 6 2 ECHO 7 109

ECHO 4 + Coxsackie B-5 6 1 ECHO 4 + 
Coxsackie B-5 

103   

108 

ECHO 7 + Coxsackie B-5 6 0 ECHO 7 104  

Control 6 0  108

 
La inestabilidad del genoma de los virus de ARN de cadena sencilla es un hecho bien conocido; por lo tanto, dichos 
virus por lo general no son seleccionadas para la construcción de agentes virales oncolíticos. 
 
La modificación del virus nativo aislado se realizó en varias etapas consecutivas. 50 
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La primera etapa aprovecha el alto potencial de mutación de los virus de ARN (en promedio una mutación en cada 
replicación) para desarrollar un mutante citopático mediante la replicación del virus en monocapa tripsinizada de 
cultivo de fibroblastos embrionarios humanos en presencia de suero bovino. 
 
Las células se incubaron durante 10 días, llevando a cabo el pase cada vez que las células en cultivo habían 5 
degenerado un 50 %. 
 
Al analizar el virus seleccionado en cultivo de células RD ya se observó un efecto citopático pronunciado 24 horas 
después de la infección. El título del virus desarrollado, determinado por el método de la última dilución fue TCID50 = 
1 x 10-8. 10 
 
Esta cepa se propagó, se aisló y se conservó a -70 °C para su uso posterior en la producción de una cepa oncolítica 
selectiva y genéticamente estable. 
 
El virus así obtenido fue modificado, utilizando el método desarrollado especialmente que comprende tres etapas. 15 
 
1ª etapa de modificación en una primera línea de células tumoral  
 
En la primera etapa de modificación, el virus se propagó en líneas de células tumorales atenuadas por el agente 
antineoplásico. En esta etapa se utilizó la línea celular de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7). 20 
 
Una monocapa de estas células se trató con dacarbazina DTIC en dosis subtóxicas (20 µM). Después de tratar con 
dacarbazina, las células se transfirieron a medio de cultivo fresco y se pusieron en contacto con el virus y la 
propagación continuó sin añadir suero. Después de 24 horas de la puesta en contacto con el virus, se retiraron las 
células y el virus se aisló de los medios. 25 
 
El virus se propagó de forma repetida (a través de pases) en cultivos celulares de fibroblastos embrionarios 
humanos y de nuevo se utilizó para infectar la línea celular MCF-7. Este procedimiento se repitió 10 veces. Por lo 
tanto, esta etapa de modificación comprende alternativamente la propagación del virus en células de 
adenocarcinoma de mama humano y fibroblastos embrionarios humanos. 30 
 
2ª etapa de modificación en una segunda línea de células tumorales 
 
En la siguiente etapa de modificación, el virus como se describe anteriormente, se pone en contacto con el cultivo de 
células de adenocarcinoma gástrico. Una monocapa de estas células se trató con dacarbazina DTIC en dosis 35 
subtóxicas (20 µM). 
 
La monocapa de estas células se infectó con el virus, el cual se aisló después de la modificación en la primera etapa 
y la propagación continuó en un medio de cultivo sin suero. 
 40 
Después de 24 horas de la puesta en contacto con el virus, se retiraron las células y el virus se aisló de los medios. 
El virus se propagó de forma repetida (a través de pases) en cultivos celulares de fibroblastos embrionarios 
humanos y de nuevo se utilizó para infectar la línea celular de adenocarcinoma gástrico. Este procedimiento se 
repitió 10 veces. Por lo tanto, esta segunda etapa de modificación comprende alternativamente la propagación del 
virus en células de adenocarcinoma gástrico y en fibroblastos embrionarios humanos. 45 
 
En la primera etapa de modificación y en la segunda etapa de modificación, el procedimiento de propagación se 
terminó siempre mediante la propagación del último virus en el cultivo de fibroblastos embrionarios humanos. 
 
3ª etapa de modificación en células de melanoma humano 50 
 
El virus producido en la segunda etapa se utilizó para infectar tumores humanos obtenidos durante la cirugía. 
 
Se obtuvieron tejidos cancerosos de melanoma de la cirugía de 23 pacientes tratados previamente con 
quimioterapia. 55 
 
Los tejidos fueron infectados por el virus modificado y se incubaron a 37 °C en ausencia de dióxido de carbono. 
Antes de ser utilizados para infectar nuevo material de tejido (tejido de melanoma fresco procedente de otro 
paciente), el virus modificado se propagó repetidamente en cultivos de fibroblastos embrionarios humanos hasta un 
título de 7 lg TCID50/1 ml. 60 
 
El virus modificado se propagó en cultivos celulares de fibroblastos embrionarios humanos que fueron tratados con 
ribavirina 5 mM 7 horas antes de la infección y cultivados durante 24 horas. El virus fue aislado a partir del cultivo y 
el procedimiento de propagación del virus en el cultivo de fibroblastos se repitió 10 veces. 
 65 
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Finalmente, se aisló el virus, se purificó y se propagó en cultivo de fibroblastos embrionarios humanos sin la adición 
de ribavirina. 
 
El virus propagado se utilizó para la determinación de la secuencia. El genoma del virus modificado difiere del 
genoma del virus nativo no modificado congelado (cepa Echo 7 tipo Wallace de la base de datos NCBI) en 5 
aproximadamente un 10 %, la parte de la cubierta aproximadamente un 12 %. 
 
Se observó que el virus modificado por el método descrito era sorprendentemente estable. Su genoma cambiaba 
solamente un 0,7 % después de pases continuos durante 12 meses (propagación durante 12 meses en el cultivo de 
pulmón embrionario humano MRC 5). 10 
 
Es especialmente importante el hecho de que el virus modificado (en lo sucesivo VM) se caracteriza por un efecto 
citopático excepcionalmente alto sobre las células malignas y por una baja citotoxicidad en líneas de células 
normales, así como por la ausencia de toxicidad in vivo en ratones. 
 15 
En experimentos con líneas celulares, se encontró que el VM era citotóxico para las líneas celulares de melanoma 
FM9, FM55, FM94 y SK-Mel26, células de carcinoma gástrico, células SCC25 de carcinoma de células escamosas 
oral humano, línea de células epiteliales humanas derivadas de un carcinoma de pulmón (A549), células de 
leucemia monocítica aguda THP-1, células RD de rabdomiosarcoma, células HPAF-II de adenocarcinoma 
pancreático humano, células de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), así como en cultivos celulares 20 
primarios de adenocarcinoma gástrico GC1 y la línea de cáncer de tiroides HA007. 
 
En experimentos con animales, el VM provocó la regresión del sarcoma murino M-1, el fibrosarcoma MX-17 murino, 
así como de tumores trasplantables – sarcoma de Moloney (SM) y sarcoma KRS-321. 
 25 
En un estudio clínico piloto, de un grupo de 46 pacientes con melanoma en estadio I, en 43 pacientes tratados con el 
VM no se observó progreso del melanoma durante 50 meses de observación. En el grupo control, el melanoma 
progresó en 10 de 31 pacientes sometidos a la terapia estándar. 
 
En un estudio de 50 meses de 44 pacientes con melanoma en estadio II, el progreso del melanoma se detuvo en 38 30 
pacientes, en comparación con el grupo control de 36 pacientes sometidos a la terapia estándar, donde el melanoma 
no progresó en 15 pacientes, pero sí en 21 pacientes. No se observaron efectos adversos graves en los pacientes 
tratados con el VM. 
 
Aplicabilidad industrial 35 
 
Hemos desarrollado una nueva cepa de virus (VM) con secuencia del genoma original, estable frente a la deriva 
genética, que posee actividad citopática contra varios tipos de tumores, caracterizada por una baja incidencia de 
efectos adversos y baja toxicidad que se puede utilizar con ventaja en la virioterapia del cáncer. Por lo tanto, hemos 
resuelto de forma inesperada el principal obstáculo en un uso más generalizado de virus de ARN en la medicina, 40 
hemos obtenido una cepa genéticamente estable que se puede utilizar en la fabricación continua estandarizada de 
una preparación viral oncolítica. La preparación viral se puede utilizar en la terapia contra el cáncer contra una 
variedad de células tumorales. 
 
Ejemplos 45 
 
La presente invención se describe con mayor detalle en los Ejemplos. Sin embargo, la invención no se interpreta 
como limitada a los ejemplos. 
 
Virus 50 
 
El virus modificado de acuerdo con la invención es el virus ECHO-7 (de la familia Picornaviridae, género Enterovirus, 
ECHO (entérico citopático humano huérfano) tipo 7, grupo IV, virus de ARN de cadena sencilla de sentido positivo). 
 
Ejemplo 1. El aislamiento y la caracterización de la cepa de virus original 55 
 
Se utilizó un método conocido de aislamiento (A.C. Rentz, J.E. Libbey, R.S. Fujinami, F.G. Whitby, and C.L. 
Byington. Investigation of Treatment Failure in Neonatal Echovirus 7 Infection. The Pediatric Infectious Disease 
Journal, Volume 25, Number 3, March 2006, 259) y de propagación en la línea celular BS-C-1 (CCL 26, ATCC) 
(Libbey JE, McCright IJ, Tsunoda I, et al. Peripheral nerve protein, P0, as a potential receptor for Theiler's murine 60 
encephalomyelitis virus. J Neurovirol. 2001;7:97-104. Pevear DC, Tull TM, Seipel ME, et al. Activity of pleconaril 
against enteroviruses. Antimicrob Agents Chemother. 1999;43:2109-2115). La propagación del virus y la 
determinación del título se llevó a cabo en concordancia con el método publicado (Zurbriggen A, Fujinami RS. A 
neutralization-resistant Theiler's virus variant produces an altered disease pattern in the mouse central nervous 
system. J Virol. 1989;63:1505-1513). 65 
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Ejemplo 2. Modificación de virus 
 
En la primera etapa de modificación, el virus se propagó en líneas de células tumorales atenuadas por un agente 
antineoplásico. Inicialmente, para la propagación se utilizó el cultivo de células de adenocarcinoma de mama 
humano (MCF-7), cultivadas en medio DME (Sigma-Aldrich) con 10 % de suero (Gibco) y antibióticos (100 UI/ml de 5 
penicilina, 100 UI/ml de estreptomicina) a 37 °C bajo una atmósfera que contiene CO2 5 % hasta el desarrollo de la 
monocapa. 
 
La monocapa obtenida de estas células se trató con dacarbazina DTIC en dosis subtóxicas (20 µM). Después de 
tratar con dacarbazina, las células fueron transferidas a medio de cultivo fresco sin suero añadido, las células se 10 
pusieron en contacto con el virus y la propagación continuó. 
 
Después de 24 horas de la puesta en contacto con el virus, las células se eliminaron y el virus se aisló de los 
medios. El virus se propagó repetidamente en cultivo celular de fibroblastos embrionarios humanos y se utilizó de 
nuevo para infectar la línea celular MCF-7. Este procedimiento se repitió 10 veces. 15 
 
En la segunda etapa siguiente, el virus como se describe anteriormente, se puso en contacto con el cultivo de 
células de adenocarcinoma gástrico. El cultivo celular para la propagación se cultivó en medio DME (Sigma-Aldrich) 
con suero 10 % (Gibco) y antibióticos (100 UI/ml de penicilina, 100 UI/ml de estreptomicina) a 37 °C en atmósfera 
que contenía CO2 5 % hasta el desarrollo de la monocapa. 20 
 
La monocapa obtenida de estas células se trató con dacarbazina DTIC en dosis subtóxica (20 µM). Después de 
tratar con dacarbazina, las células fueron transferidas a medio de cultivo fresco sin suero añadido, las células se 
pusieron en contacto con el virus y la propagación continuó. 
 25 
Después de 24 horas de la puesta en contacto con el virus, las células se eliminaron y los virus se aislaron de los 
medios. El virus se propagó repetidamente en cultivo celular de fibroblastos embrionarios humanos y se utilizó de 
nuevo para infectar la línea celular de adenocarcinoma gástrico. Este procedimiento se repitió 10 veces. 
 
En la tercera etapa, el virus producido en la segunda etapa se utilizó para infectar los tumores humanos, obtenidos 30 
en la cirugía. Los tejidos cancerosos de melanoma se obtuvieron de la cirugía de 23 pacientes tratados previamente 
con quimioterapia. 
 
Las células tumorales fueron separadas de las células de grasa, del tejido necrótico y de la sangre, se mantuvieron a 
0 °C durante 24 horas, se fragmentaron y en forma de trozos de tejido de un tamaño de aproximadamente 0,1 cm3 35 
se sumergieron en medio de Eagle (4 ml de medio por 10 mg de tejido), se infectaron con el virus preparado y se 
incubaron en ausencia de dióxido de carbono a 37 °C. 
 
El medio fue reemplazado por una porción fresca cada día hasta la destrucción del tumor, determinado 
morfológicamente y visualmente por el nivel de oxidación del medio. 40 
 
El título del virus se determinó todos los días en la muestra de medio sin tejido tumoral. La tasa de reproducción del 
virus se determinó a partir del título del virus a la conclusión de un experimento en comparación con el día 0. Tal 
modificación del virus se realizó en tejidos obtenidos de 23 pacientes. 
 45 
Antes de ser utilizado para infectar un material de tejido nuevo, el virus modificado se propagó cada vez 
repetidamente en cultivo de fibroblastos embrionarios humanos hasta un título de 7 Ig TCID50/1 ml. 
 
El virus modificado se propagó en cultivos celulares de fibroblastos embrionarios humanos que fueron tratados con 
ribavirina 5 mM 7 horas antes de la infección y se cultivó durante 24 horas. El virus se aisló a partir del medio de 50 
cultivo y el procedimiento se repitió 10 veces. 
 
Finalmente, se aisló el virus, se purificó y se propagó en cultivo de fibroblastos embrionarios humanos sin la adición 
de ribavirina. 
 55 
La muestra de virus propagado se utilizó para la determinación de la secuencia del genoma, la actividad 
antineoplásica y la estabilidad replicativa mediante pases del mismo durante 12 meses en cultivo de fibroblastos 
embrionarios humanos con determinación repetida de la secuencia del genoma (Apéndice 1). 
 
Ejemplo 3. Determinación de la secuencia del genoma del virus 60 
 
El aislamiento, la amplificación y secuenciación del genoma del virus aislado, modificado y cultivado se realizó de 
acuerdo con el método conocido [Chua BH, McMinn PC, Lam SK, Chua KB. Comparison of the complete nucleotide 
sequences of echovirus 7 strains UMMC and the prototype (Wallace) strain demonstrates significant genetic drift 
over time. J Gen Virol. 2001 Nov; 82(Pt 11): 2629-39]. 65 
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Para este propósito, se seleccionaron 96 enterovirus con secuencia completa del genoma del NCBI Gene bank. Se 
descargaron las secuencias completas del genoma de estos virus y se compararon mediante el programa Vector 
NTI.  
 
Basándose en los resultados de la comparación, se determinaron las regiones más conservadoras de los genomas 5 
de los virus y 13 pares de oligonucleótidos degenerados seleccionados en estas regiones, que abarcan la longitud 
del potencial genoma de los enterovirus. Después de la síntesis de los primeros 13 fragmentos, se produjeron otros 
13 pares de nucleótidos. Estos pares de oligonucleótidos eran específicos del virus y estaban diseñados para 
producir fragmentos solapantes. Después de la construcción de la secuencia del genoma completo, el genoma del 
virus se secuenció repetidamente con los cebadores específicos del virus. 10 
 
Ejemplo 3.1. La secuencia del genoma del virus no modificado (nativo) 
 
La secuencia del virus nativo se produjo a partir de 26 fragmentos de PCR solapantes separados, sintetizados a 
partir de los cebadores enumerados en la Tabla 2. 15 
  

Tabla 2. Cebadores usados para secuenciar el genoma completo del virus 
Cebador Secuencia (5'-3') Longitud (pb) Posición Región diana 

Eo7-1F TTAAAACAGCCTGTGGGTTG 20 1-20 5'UTR 

Eo7-1R GAAACACGGACACCCAAAGTAG 22 545-566 5'UTR 

Eo7-2F CCATGGGACGCTTCAATACT 20 391-410 5'UTR 

Eo7-2R GCACCAGTCTTTTGTGTCGA 20 758-777 VP4 

Eo7-3F CGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTC 25 542-566 5 'UTR 

Eo7-3R TCDGGRAAYTTCCACCACCACCC 23 1178-1200 VP2 

Eo7-4F CGACAGGGTGAGATCCCTAA 20 979-998 VP2 

Eo7-4R TTTCACCCTTCGTGAGGTTC 20 1381-1400 VP2 

Eo7-5F GCATCYAARTTYCAYCARGG 20 1289-1308 VP2 

Eo7-5R CACATKGGKGCAATSGTGAC 20 1676-1695 VP2 

Eo7-6F GTGGATCAACTTGCGCACTA 20 1513-1532 VP2 

Eo7-6R AAATTGTGGCATAGCCGAAG 20 1797-1816 VP3 

Eo7-7F GTCACSATTGCMCCMATGTG 20 1676-1695 VP2 

Eo7-7R CTTNATRCTYCCTGACCAGTGTG 23 2055-2077 VP3 

Eo7-8F AAGCATGGACGCATATCACA 20 1921-1940 VP3 

Eo7-8R GATATGGGTTCCCACATTGC 20 2174-2194 VP3 

Eo7-9F CACACTGGTCAGGRAGYATNAAG 23 2055-2077 VP3 

Eo7-10F CAAGTGTGTCGTCCTGTGCT 20 2350-2369 VP3 

Eo7-9R CCTATTGGCGCTGTCTTGAT 20 2694-2713 VP1 

Eo7-11F ACCAAAGATCAAGACAGCGC 20 2687-2706 VP1 

Eo7-11R TTGGCACCCACACTCTGATA 20 3178-3197 VP1 

Eo7-12F ACCAGTCCGGTGCTGTTTAC 20 3336-3355 VP1-2A 

Eo7-12R TCCCAYACACARTTYTGCCAGTC 23 3401-3423 2A 

Eo7-13F CARAAYTGTGTGTGGGAAGACTA 23 3407-3429 2A 

Eo7-13R CCCTGYTCCATKGCTTCATCYTCYARC 27 3748-3774 2A-2B 

Eo7-14F TTACCCAGTCACCTTCGAGG 20 3535-3554 2A 

Eo7-14R TGTTTTTCCTTCACTTCCGG 20 4181-4200 2C 

Eo7-15F GTTRGARGATGATGCNATGGARCARGG 27 3748-3774 2A-2B 

Eo7-15R TCAATACGGYRTTTGSWCTTGAA 23 4409-4431 2C 

Eo7-16F CCTYTRTAYGCVGCYGARGC 20 4343-4362 2C 

Eo7-17F TTCAAGWSCAAAYRCCGTATTGA 23 4409-4431 2C 

Eo7-16R AAYTGAATGGCCTTHCCACACAC 23 4922-4944 2C 

Eo7-18F CTDGTGTGTGGRAAGGCYATNCA 23 4919-4941 2C 

Eo7-18R TATGCTCCYTGRAARCCTGCAAA 23 5309-5330 3A-3B 

Eo7-19F CAAGCCCTAACCACGTTTGT 20 5252-5271 3A 
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Cebador Secuencia (5'-3') Longitud (pb) Posición Región diana 

Eo7-19R ACCCGTAGTCAGTCACCTGG 20 5740-5759 3C 

Eo7-20F TTTGCAGGMTTYCARGGWGCATA 23 5309-5330 3A-3B 

Eo7-20R GCYCTWGTGGGRAAGTTRTACAT 23 5723-5745 3C 

Eo7-21F GTGTTGGATGCCAAGGAACT 20 5555-5574 3C 

Eo7-21R ATGGGCTCCGATCTGATGTC 20 6203-6222 3D 

Eo7-22F TTCCCCACWAGRGCAGGCCARTGYGG 26 5907-5832 3C 

Eo7-22R CTCCAAAABASRTCYGGGTCRCA 23 6572-6594 3D 

Eo7-23F TGAAGGAATGCATGGACAAA 20 6360-6379 3D 

Eo7-23R ATGGGTATTGCTCATCTGCC 20 7078-7097 3D 

Eo7-24F TGYGACCCRGAYSTVTTTTGGAG 23 6572-6594 3D 

Eo7-24R TCRTGDATDTCYTTCATGGGCA 22 7116-7137 3D 

Eo7-25F CCTGGACGAATGTGACCTTT 20 7041-7060 3D 

Eo7-25R CCCTACCGCACTTTTATCCA 20 7384-7403 3'UTR 

Eo7-26F ATCCAYGARTCHATYAGRTGGAC 23 7130-7152 3D 

Eo7-26R CCGCACCGAATGCGGAGAATTTAC 24 7404-7427 3'UTR 

UTR - región sin traducir. 

 
Se obtuvieron secuencias del extremo 5' terminal y del extremo 3' terminal, usando métodos de 5'-RACE y 3'-RACE, 
correspondientemente. 
 
Como resultado, se encontró que la secuencia del genoma completo del virus no modificado consistía en 7434 5 
nucleótidos, excluyendo la secuencia poli A (Apéndice 2, SEQ ID NO: 2). 
 
El extremo 5' terminal (5'NTR) no traducible contiene 742 nucleótidos, seguido de la parte codificante que se inicia a 
partir del codón de iniciación (AUG) en la posición 743, contiene codones para los 2196 aminoácidos y termina con 
el codón de parada (UAA) en la posición 7331 (Apéndice 2). El extremo 3'-terminal (3'NTR) no traducible de esta 10 
cepa contiene 100 nucleótidos, seguido de la secuencia de poli A. 
 
Ejemplo 3.2. La secuencia del virus modificado (VM) 
 
La secuencia del virus de partida se produjo a partir de 26 fragmentos de PCR solapantes separados, sintetizados 15 
usando los cebadores enumerados en la Tabla 2. 
 
Se obtuvieron las secuencias del extremo 5' terminal y del extremo 3' terminal, usando métodos de 5'-RACE y 3'-
RACE, correspondientemente. 
 20 
Como resultado, se encontró que la secuencia del genoma completo del virus modificado consistía en 7427 
nucleótidos, excluyendo la secuencia poli A (Apéndice 1; SEQ ID NO1). 
 
El extremo 5' terminal (5'NTR) no traducible de esta cepa contiene 742 nucleótidos, seguido de la secuencia de 
codificación. La parte codificante que contiene información acerca de la poliproteína del virus, se inicia con el codón 25 
de iniciación (AUG) en la posición 743, contiene codones para los 2914 aminoácidos y termina con el codón de 
parada (UAA) en la posición 7325 (Apéndice 1). El extremo 3' terminal (3'NTR) de esta cepa contiene 100 
nucleótidos, seguido de la secuencia de poli A. 
 
Ejemplo 3.3. La secuencia del genoma del virus modificado después de la propagación durante 12 meses 30 
 
La secuencia del virus modificado se produjo a partir de 26 fragmentos de PCR solapantes separados, sintetizados 
usando los cebadores enumerados en la Tabla 2. 
 
Las secuencias del extremo 5' terminal y el extremo 3' terminal de esta cepa se obtuvieron utilizando métodos de 5'-35 
RACE y 3'-RACE, correspondientemente. 
 
Como resultado, se encontró que la secuencia del genoma completo del virus modificado consistía en 7427 
nucleótidos, excluyendo la secuencia poli A (Apéndice 3). El extremo 5' terminal (5'NTR) no traducible contiene 742 
nucleótidos, seguido de la parte codificante, que se inicia con el codón de iniciación (AUG) en la posición 743, 40 
contiene codones para los 2194 aminoácidos y termina con el codón de parada (UAA) en la posición 7325 (Apéndice 
3). El extremo 3' terminal (3'NTR) no traducible de esta cepa contiene 100 nucleótidos, seguido de la secuencia poli 
A. 
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Ejemplo 3.4. Comparación de los genomas del virus modificado (VM) y de la cepa nativa 
 
La comparación de los genomas del virus modificado (VM) y de la cepa de partida se proporciona en el Apéndice 4. 
 
La diferencia en la secuencia de nucleótidos, calculada por el programa Vector NTI es sustancial, 10 % para el 5 
genoma completo y 12 % para la parte codificante de las proteínas de la cubierta del virus. Las secuencias de 
aminoácidos de las cepas modificadas y de partida se enumeran en el Apéndice 5. 
 
Ejemplo 3.5. La secuencia del genoma del virus modificado después de la propagación durante 12 meses 
 10 
Los cambios en la secuencia del genoma del virus modificado (VM) después de pases continuos durante 12 meses 
no excedieron el 0,7 % de la secuencia inicial. 
 
Se encontró que todos los cambios eran sustituciones de un nucleótido, parcialmente mutaciones silenciosas (sin 
cambio de aminoácido). Si el aminoácido cambiaba, su posición era en la parte polimórfica del genoma, 15 
evidentemente, sin influencia destacable en la actividad del virus. 
 
Ejemplo 4. Pases de virus 
 
El VM se pasó por métodos conocidos y se propagó durante 12 meses en el cultivo de células de pulmón 20 
embrionario humano MRC 5 (Instituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell Emilia, Brescia - 
Laboratorio Centro Substrati Cellulari, Nº de catálogo BS CL 68 (origen: American Type Culture Centre Collection, 
Rockville, Md, EE.UU.), libre de bacterias, virus, hongos o micoplasmas y posteriormente se conservó congelado a -
70 °C. 
 25 
Ejemplo 5. Determinación de la actividad antineoplásica del virus modificado (VM)  
 
En experimentos con líneas celulares, se encontró que el VM era citotóxico para las líneas celulares de melanoma 
FM9, FM55, FM94 y SK-Mel26, células de carcinoma gástrico, células SCC25 de carcinoma de células escamosas 
oral humano, línea de células epiteliales humanas derivadas de un carcinoma de pulmón (A549), células de 30 
leucemia monocítica aguda THP-1, células RD de rabdomiosarcoma, células HPAF-II de adenocarcinoma 
pancreático humano, células de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), así como en cultivos celulares 
primarios de adenocarcinoma gástrico GC1 y la línea de cáncer de tiroides HA007. 
 
Así, por ejemplo, las inyecciones de VM durante 3 días causó la reducción de la masa de sarcoma M-1 en un 55 % 35 
(en 11 de 22) de los animales, en comparación con el 6 % (en 1 de 18) de regresión espontánea en el grupo de 
control. 
 
Tras el trasplante del sarcoma KRS-321 en el día 5 después de la inyección del VM en una dosis de 15x106 TCID50 
en ratas Wistar, en el 44 % de los animales (11/25) se observó la regresión del tumor, mientras que en el grupo 40 
control no hubo casos de regresión. 
 
Tras el ensayo de la actividad antineoplásica de la muestra de virus después de 12 meses de pases en las mismas 
líneas celulares de cáncer y en los tumores trasplantados no se observó ninguna diferencia estadísticamente 
significativa respecto al VM original. 45 
 
Ni el VM ni el virus pasado durante 12 meses causó ninguna reacción tóxica en ratones intactos. 
 
Ejemplo 6. Actividad antineoplásica del virus modificado en el tratamiento de pacientes 
 50 
El tratamiento de pacientes con melanoma con el virus modificado (VM) se realizó de acuerdo con el siguiente 
esquema: la terapia se inició 2-3 semanas después de la extirpación del tumor mediante la administración 
intramuscular de 2 ml de solución con título de 2×106 TCID50/ml – 2 x 108 TCID50/ml durante 3 días consecutivos con 
inyecciones de apoyo a intervalos mensuales de acuerdo con el mismo esquema de 3 días. Después del cuarto 
mes, la preparación de virus se administró una vez al mes durante los siguientes 8 meses. En los 2 años siguientes 55 
la terapia de apoyo se continuó con la misma dosis, aumentando gradualmente el intervalo entre las 
administraciones a 6, 8 y 12 semanas. 
 
En un estudio clínico piloto, de un grupo de 46 pacientes con melanoma en estadio I, en 43 pacientes tratados con el 
VM no se observó progreso del melanoma durante 50 meses de observación. En el grupo control, el melanoma 60 
progresó en 10 de 31 pacientes sometidos a la terapia estándar. 
 
En un estudio de 50 meses de 44 pacientes con melanoma en estadio II, el progreso del melanoma se detuvo en 38 
pacientes, en comparación con el grupo control de 36 pacientes sometidos a la terapia estándar, donde el melanoma 
no progresó en 15 pacientes, pero sí en 21 pacientes. 65 
 

E13176757
22-03-2016ES 2 566 146 T3

 



10 

La eficacia del tratamiento se caracteriza por los siguientes ejemplos: 
 

Caso 1. Mujer, edad 76, Melanoma cutis dorsi 
Op. 11.09.2009. Excisio tu cutis dorsi 
pT4b N0 M0 5 
No se realizó biopsia del NC 
Ex consilio: seguimiento 
Op. 07.04.2010. LAE axillaris sin. 
Mts I/n axillaris sin 
Ex consilio: Roferon 10 
Roferon 6 ml 3x a la semana desde 24.06.2010 hasta 30.08.2010. 
El tratamiento se suspendió debido a los efectos secundarios. 
En Octubre de 2010 comenzó la terapia con la preparación del virus en dosis de 2 ml con título 2x106 TCID50/ml 
– 2x108 TCID50/ml. El tratamiento fue bien tolerado y no se documentó progresión de la enfermedad hasta 
01.02.2012. 15 

 
Caso 2. Mujer, 42 años, Melanoma cutis dorsi 
Op. 25.05.2008. Excisio tu cutis dorsi 
pT4a N0 M0, Clark V, Breslow 9 mm 
No se realizó biopsia del NC 20 
La preparación del virus (2 ml con título 2x106 TCID50/ml – 2x108 TCID50/ml se administró desde 27.06.2008 
hasta 27.06.2011. 
21.01.2011. Ecografía: recurrencia en la cicatriz 
Op. 02.02.2011. Excisio. Examen histológico: granuloma. 
La administración de la preparación del virus (2 ml con título 2x106 TCID50/ml – 2x108 TCID50/ml prosiguió hasta 25 
27.06.2011. 
Durante el período de observación (hasta diciembre de 2011) no se documentó observación de progresión de la 
enfermedad. 
 
Caso 3. Mujer, 57 años, Melanoma cutis dorsi 30 
Op.19.08.2007. Excisio tu cutis dorsi 
P T3b N0 M0 
No se realizó biopsia del NC 
Recomendaciones: seguimiento 
Op. 10.12.2009. LAE colli dx. Examen histológico: mts l/n colli dx Progresión de la enfermedad – Ecografía el 35 
22.02.2010: mts l/n colli 22.02.2010. Ex consilio: no se recomendó cirugía debido al volumen tumoral. La 
preparación del virus (2 ml con título 2x106 TCID50/ml – 2x108 TCID50/ml se administró desde el 22.02.2010 y en 
la actualidad sigue en progreso. 
Última visita en el centro el 22.11.2011 – la enfermedad se ha estabilizado. 

 40 
Caso 4. Mujer, 58 años, Melanoma cutis dorsi 
Op. Abril 2004. Excisio tu cutis dorsi, LAE axillaris sin. 
pT4b, N2c, M0 (Breslow 15 mm) 
Reexcisio Enero 2006, Septiembre 2006 (recurrencia local) 
Terapia con IFN desde Octubre de 2006 hasta Mayo de 2007. 45 
Reexcisio cum dermoplasticum Febrero de 2007, Mayo de 2007, Septiembre de 2007. La preparación del virus (2 
ml con título 2x106 TCID50/ml – 2x108 TCID50/ml desde Febrero de 2008 hasta Abril de 2011. 
Metástasis viscerales Febrero de 2011. 
Exitus letalis Octubre de 2011. 

  50 
Posología 
 
La preparación viral para el tratamiento terapéutico puede ser en forma de solución acuosa inyectable que contiene 
el virus modificado que tiene la secuencia del genoma estable como se explicó anteriormente, por ejemplo, en el 
título de 2x106 TCID50/ml – 2x108 TCID50/ml. La solución que lleva el virus puede ser cualquier solución estéril 55 
fisiológicamente aceptable, especialmente una solución de cloruro de sodio. La preparación se almacena y se 
transporta en estado congelado y se descongela a temperatura ambiente antes del uso. La preparación puede ser 
en viales u en otras unidades de envase en los volúmenes que se corresponden una sola dosis inyectada de una 
vez al paciente. 
 60 
La preparación se puede administrar mediante la inyección por vía intramuscular (i.m.) al paciente después de la 
extirpación del tumor en cuestión, cuando la herida haya cicatrizado. La dosis puede ser de 2 ml de la solución antes 
mencionada de una vez. La administración intramuscular por inyección se repite de acuerdo con el esquema 
terapéutico planificado. 
 65 
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Apéndice 1: SEQ ID NO: 1 
Secuencia del virus modificado 

 

 
 5 

E13176757
22-03-2016ES 2 566 146 T3

 



12 

 
 

 

E13176757
22-03-2016ES 2 566 146 T3

 



13 

 

E13176757
22-03-2016ES 2 566 146 T3

 



14 

Apéndice 2: SEQ ID NO: 2 
Secuencia del virus no modificado (nativa) 

 

 
5 
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Apéndice 3: SEQ ID NO: 3 
Secuencia del virus modificado después de la propagación durante 12 meses 

 5 
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Apéndice 4: SEQ ID NO: 4 
Comparación de genomas del virus no modificado (nativo) y del virus modificado 
N: virus no modificado (nativo) 
M: virus modificado 
 5 
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Identidad de secuencia: 90,3 % 
Apéndice 5: SEQ ID NO:5 
Comparación de las secuencias de aminoácidos del virus no modificado (nativo) y del virus modificado 
N: virus no modificado (nativo) 5 
M: virus modificado  
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Identidad de secuencia: 91 %  
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REIVINDICACIONES 
 
1. Enterovirus modificado de tipo ECHO 7, caracterizado por una secuencia del genoma que tiene al menos 85 %, 
preferiblemente al menos 95 %, aún más preferiblemente al menos 99 % de la secuencia idéntica a la SEQ ID NO:1 
y 5 
en el que los cambios en la secuencia del genoma del enterovirus modificado no son superiores al 0,7 % después de 
la propagación continua del enterovirus modificado en cultivos celulares durante 12 meses. 
 
2. Enterovirus modificado de tipo ECHO 7, caracterizado por la secuencia del genoma de la SEQ ID NO: 1. 
 10 
3. Método de fabricación de un enterovirus modificado de tipo ECHO 7 mediante modificación del virus ECHO 7 
nativo, identificado por la secuencia del genoma SEQ ID NO: 2, en el que la modificación comprende realizar la 
adaptación del virus en las células cancerosas, atenuado por un agente antineoplásico, posteriormente hacer pases 
del virus modificado en un cultivo de fibroblastos embrionarios humanos, propagar el virus modificado en células de 
melanoma humano y posteriormente hacer pases del virus modificado en un cultivo de fibroblastos embrionarios 15 
humanos, opcionalmente tratado con ribavirina, aislar el virus y purificar el virus. 
 
4. Método de la reivindicación 3, en el que el procedimiento de propagar el virus en las células cancerosas y 
posteriormente hacer pases del virus modificado en un cultivo de fibroblastos embrionarios humanos se repite varias 
veces. 20 
 
5. Método de la reivindicación 3 o 4, en el que el procedimiento de propagar el virus modificado en las células de 
melanoma humano y posteriormente hacer pases del virus modificado en un cultivo de fibroblastos embrionarios 
humanos se repite varias veces. 
 25 
6. Método de la reivindicación 3, 4 o 5, en el que la adaptación del virus se lleva a cabo en células cancerosas de 
por lo menos dos tipos diferentes de cáncer, tales como células de adenocarcinoma de mama humano y células de 
adenocarcinoma gástrico. 
 
7. Método de una cualquiera de las reivindicaciones 3-6, en el que la modificación da un enterovirus modificado de 30 
tipo ECHO 7, que se caracteriza por una secuencia del genoma que tiene al menos 85 %, preferiblemente al menos 
95 %, aún más preferiblemente al menos 99 % de la secuencia idéntica a la SEQ ID NO:1 y en el que los cambios 
en la secuencia del genoma del enterovirus modificado no son superiores al 0,7 % después de la propagación 
continua del enterovirus modificado en cultivos celulares durante 12 meses. 
 35 
8. Método de la reivindicación 7, en el que la modificación da un enterovirus modificado del tipo ECHO 7, que se 
caracteriza por una secuencia del genoma de la SEQ ID NO: 1. 
 
9. Método de la reivindicación 7 u 8, en el que los cambios son sustituciones de un nucleótido, que consisten 
parcialmente en mutaciones silenciosas sin el cambio de aminoácidos correspondiente. 40 
 
10. El virus de la reivindicación 1 o 2 para su uso en el tratamiento de enfermedades oncológicas. 
 
11. El virus para su uso según la reivindicación 10, en el que la enfermedad oncológica se selecciona del grupo que 
consiste en: melanoma, cáncer gástrico, cáncer intestinal, cáncer de mama humano, cáncer de próstata, cáncer de 45 
páncreas, cáncer de pulmón, cáncer de riñón, cáncer de vejiga, linfosarcoma, cáncer de útero, angiosarcoma y 
rabdomiosarcoma. 
 
12. El virus para su uso según la reivindicación 10, en el que la enfermedad oncológica es el melanoma. 
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