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DESCRIPCION
Parvovirus para el tratamiento de tumores por aplicacién intranasal

La presente invencion se refiere a un parvovirus para su uso en un método de tratamiento de un tumor y/o
metastasis tumoral por administracién intranasal, en el que el tumor es un tumor cerebral y/o las metastasis son
metéstasis cerebrales.

Los parvovirus en roedores son virus de ADN de cadena simple que poseen actividad oncolitica intrinseca, es decir,
preferentemente se replican en células cancerosas de origen tanto humano como murino y las destruye. En este
sentido, los parvovirus oncoliticos, en particular los parvovirus de roedores representan herramientas novedosas
para el tratamiento del cancer. Aunque el virus puede entrar en la mayoria de las células no transformadas
(normales), la infeccion es abortiva y no produce una progenie de viriones. Por el contrario, en muchas células
malignas o en células transformadas por varios medios, la infeccién por parvovirus conduce a la muerte celular, la
cual no se observa en las correspondientes células no transformadas, y puede ser productivo. Se ha demostrado
que la permisividad aumentada de las células transformadas para los parvovirus se debe, al menos en parte, a
cambios en factores asociados con (i) el ciclo y la diferenciacion celular y (ii) el control de la replicacién del ADN
virico y la expresion génica. Ademas de destruir de forma especifica a las células cancerosas (oncolisis), estos
parvovirus también proporcionan sefiales de alarma que hacen que el sistema inmunolégico elimine los tumores
infectados por virus. Como consecuencia de los procesos oncoliticos, el sistema inmunitario innato y adaptativo
accede a los antigenos tumorales, lo que produce efectos de sensibilizacion cruzada y de vacunacion.

El glioblastoma es una enfermedad devastadora con posibilidades de tratamiento Unicamente limitadas.
Evidentemente, prondstico para pacientes requiere nuevas terapias. Los virus oncoliticos competentes para la
replicacién descritos anteriormente se consideran prometedores, ya que son capaces de propagarse a través de
tejidos malignos e inducir respuestas inmunitarias antitumorales. Entre ellos, los parvovirus de roedores parecen ser
excelentes candidatos, debido a su oncotropismo natural, a su capacidad de infectar las células humanas, a la
toxicidad especifica para las células neoplasicas y a la baja patogenicidad para los seres humanos. En un modelo de
rata, el H1-PV fue capaz de causar una regresion completa de los gliomas establecidos sin ninguna recaida, y los
virus demostraron ser capaces de actuar sobre varios gliomas humanos, destruyendo eficazmente a estas células,
independientemente de su resistencia adquirida frente a inductores de muerte conocidos. Sin embargo, las vias de
administracion de parvovirus en cuanto a eficiencia y conveniencia necesitan mejoras.

El documento US 2004/0220124 Al desvela un método para tratar un tumor cerebral en un paciente con
administracidon de parvovirus por via intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, topica, intradérmica o
intratumoral.

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencién es proporcionar una via de administracion para parvovirus
oncoliticos superando los inconvenientes de la técnica anterior.

De acuerdo con la invencidn, esto se consigue mediante los temas definidos en las reivindicaciones.

Sorprendentemente, se descubrié que los parvovirus administrados por via intranasal pueden utilizarse con éxito
para la supresion con alta eficacia de gliomas cerebrales en ratas. En el estudio que conduce a la presente
invencion, el concepto de terapia virica para el glioma basada en el H-1PV por aplicacién intranasal se ensayé en
gliomas de rata (derivados de células RG-2) en modelos de rata inmunocompetentes. Las ratas se trataron con el H-
1PV administrado por via intranasal. La regresién tumoral se monitorizd6 mediante imagen de resonancia magnética,
y la oncolisis se demostré mediante histologia. En el cerebro se detectaron la presencia de ADN virico y capsides de
virus. La replicacion del virus en tumores puede contribuir a una infeccidon secundaria por el virus de la progenie a la
eficacia de la oncolisis. En ratas inmunocompetentes portadoras de tumores derivados del RG-2, una sola aplicacién
intranasal del H-1PV del virus fue suficiente para la remisiéon de gliomas intracraneales avanzados e incluso
sintomaticos sin dafiar el tejido cerebral normal u otros érganos. Ademas, la terapia del H-1PV dio como resultado
una mejora significativa de la supervivencia (analisis de Kaplan-Meier) en los modelos de rata con glioma. Los
resultados presentados en los ejemplos, a continuacion, y la inocuidad del H-1PV para los humanos sostienen el uso
del H-1PV como un medio poderoso para realizar la terapia oncolitica de tumores, en particular los gliomas
malignos, por aplicacién intranasal del parvovirus.

En resumen, la parvoterapia intranasal de acuerdo con la presente invencion es Util para la terapia de tumores, en
particular tumores cerebrales, y puede mejorar el pronéstico de dichos tumores. La infeccion por parvovirus H1
conduce a la destruccion de células tumorales, pero no dafa a las células cerebrales normales. Por lo tanto, el uso
intranasal de un parvovirus, como H1, o de vectores basados en dicho virus ofrecen la posibilidad de una terapia
tumoral especifica sin efectos secundarios neurologicos graves. Las ventajas de la aplicacion intranasal también
pueden facilitar muchas aplicaciones (si se requiere), por ejemplo, el uso de un pulverizador. A diferencia de las
aplicaciones parenterales, la aplicacion intranasal no induciria facilmente los anticuerpos séricos, y si los anticuerpos
séricos pudieran estar presentes, el virus aplicado por via intranasal no seria neutralizado facilmente. Es concebible
gue también el parvovirus oncolitico pueda alcanzar las metastasis de tumores cerebrales de origen no glial.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Regresion del glioma por administracion intranasal del H-1PV.

Se dan imagenes de RM (resonancia magnética) de tres animales, cada uno de un grupo experimental, como
ejemplos representativos. Las ratas portadoras de un glioma RG-2 intracraneal se trataron por via intranasal con
(A) PBS, (B) capsides no infecciosas del H-1PV (capsides vacias irradiadas con UV equivalentes a 1x10*°
particulas), (C) H-1PV infeccioso (1 x 10° ufc) 7 dias después de la implantacion de células tumorales. Las
imagenes de RM se realizaron (a) 7, (b) 12, (c) 17 o (d) 22 dias después de la implantacion de células tumorales.
No hay imagenes del dia (d) 22 para el grupo control debido a que las ratas tratadas con PBS o con capsides
vacias no sobrevivieron por mucho tiempo. La imagen de RM del grupo B (capsides vacias) tuvo que realizarse
el dia 16 debido a la ausencia de supervivientes tiempo después. Los animales del grupo C sobrevivieron sin
sintomas durante mas de 80 dias después de la implantacién de las células tumorales. Nota: Probablemente
debido a la regresién del tumor, las formas de los cerebros en las IRM cambian ligeramente (C, d).

Figura 2: Analisis Kaplan-Meyer de las ratas portadoras de glioma supervivientes tras la instilacion intranasal del
H-1PV.

(A) Ratas Wistar portadoras del glioma RG-2.

(B) Ratas RNU portadoras del glioma U87. Las barras verticales indican censura de animales para fines
analiticos. Linea roja: PBS (A: n=6; B: n=5), linea negra: capsides de H-1PV vacias (A: n=5; B: n=7), linea
verde: viriones H-1PV infecciosos (A: n=15; B: n=11). La diferencia entre el grupo tratado con H-1PV y los
controles fue estadisticamente significativa en ambos modelos (ensayo logrank (rango logaritmico): A:
p=0,0021; B: p=0,0038). (En el grupo de ratas Wistar, 17 dias después de la implantacién de células
tumorales, 2 animales del grupo infectado con H-1PV murieron por razones no relacionadas con el tumor).

Figura 3: Histologia de los cerebros de animales infectados con el H-1PV.

Tincién con hematoxilina y eosina de secciones de areas del cerebro, como se indica, 5 dias después de la
infeccion intranasal con H-1PV. La morfologia de los cerebros infectados no se alter6 tras la infeccion
(comprobado por un neuropatélogo) excepto en el area de glioma de los animales portadores de tumores (tumor
derivado de células RG-2 en ratas Wistar o tumor derivado de células U87 en ratas RNU, como se indica). Cinco
dias después de la infeccion, la destruccion de las células tumorales fue mas pronunciada en el glioma RG-2 en
comparacion con el glioma U87.

Figura 4: Presencia de ADN virico en cerebros de animales portadores de glioma infectados por via intranasal
con H-1PV.

(A) Deteccion de ADN virico en diferentes secciones de cerebros de ratas portadoras de glioma de células
RG-2. Se indican las posiciones de la seccién cerebral: 1: bulbos olfativos, 2: corteza frontal/ area de
putamen y nucleo caudado, 3: area tumoral/hipocampo, 4: corteza perirrinal/subiculo, 5: cerebelo. Se extrajo
ADN de estas secciones a las 24 o 72 h tras la infeccion y el ADN fue detectado por PCR. El producto
amplificado (516 pb) se visualizé tras una electroforesis con gel de agarosa. El glioma se localizé en la
seccion 3, que esta dividida en partes que contienen tumor (3t) y partes que no lo tienen (3). N = control
negativo (tejido de animales infectados de manera simulada); P= control positivo (ADN de células RG-2
infectadas con H-1PV).

(B) Ensayo de células dispersas de cerebros de ratas RNU inmunodeficientes infectadas. Las células NBK se
inocularon con tejido cerebral de filtrado estéril de animales infectados y se transfirieron a una membrana
seguida de hibridacion con una sonda radiactiva del marcador especifico NS-1. Los resultados del hemisferio
cerebral portador del tumor y el correspondiente hemisferio de un animal que no es portador de tumor se
muestran para ser comparados, 1 y 5 dias después de la infeccion. Los controles incluyen células infectadas
con H-1PV y células infectadas de manera simulada.

Figura 5: Restriccion de la expresién de la proteina no estructural 1(NS-1) del H-1PV en el area de glioma de los
cerebros de rata después de la infeccion intranasal.

Cinco dias después de la infeccion, la expresion del NS-1 se detecta en secciones cerebrales por
inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos anti-NS-1 y marcador de contraste DAPI como se indica.

(A) Area tumoral de un cerebro portador de glioma RG-2 (sefial NS-1, rojo fluorescente);
(B) Area tumoral de un cerebro portador de glioma U87 (sefial NS-1, verde fluorescente);
© Area no tumoral del cerebro de una rata infectada portadora de glioma RG-2 (también en ratas

RNU infectadas y portadoras del glioma U87, no hubo sefial NS-1 en las areas no tumorales del cerebro).

Figura 6. Deteccion de proteinas de la capside del H-1PV en cerebro de rata después de la instilacion nasal del
H-1PV. Una rata Winstar representativa fue sacrificada 10 dias después de la implantacion de células RG-2 (es
decir, 3 dias después de la instilacion intranasal del virus). Las proteinas de la capside del H-1PV se detectaron
por inmunotincion de secciones cerebrales utilizando un antisuero VP especifico y el marcador DAPI (VP,
sefiales verdes).
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(A) Area del bulbo olfativo
(B) Area tumoral
© Cerebelo. Se obtuvieron resultados similares en secciones de cerebros portadores de tumor

derivado de células U87 y en ratas no portadoras de tumores. La VP también se pudo detectar después de la
instilacion de capsides virales vacias.

Figura 7. Aparicion de anticuerpos séricos neutralizantes del H-1PV después de la infeccidn intranasal del virus.
Las muestras de sangre se obtuvieron de un animal representativo (rata Wistar) en diferentes dias después de la
infeccion del H-1PV (como se indica), y se determinaron los titulos de los anticuerpos neutralizantes de los virus
mediante la prueba de MTT. Los titulos se dan como reciprocos de la diluciéon del suero, definida como la
dilucién, que reduce el efecto citotoxico viral del H-1PV en un 50%.

La presente invencion se refiere a un parvovirus para su uso en un método de tratamiento de un tumor y/o
metastasis tumoral mediante administracion intranasal, en el que el tumor es un tumor cerebral y/o las metastasis
son metéastasis cerebrales.

El término “parvovirus”, tal y como se usa en el presente documento, comprende los virus de tipo silvestre o sus
derivados competentes modificados por replicacion, asi como vectores, por ejemplo, vectores de expresion, basados
en tales virus 0 en sus derivados. El experto en la técnica esta familiarizado con estos ejemplos. En una realizacién
preferida, el vector que contiene el ADN de un parvovirus es un virus, por ejemplo, un adenovirus, un virus vacuna,
un virus adeno-asociado (AAV, por sus siglas en inglés), o un parvovirus como MVM o H-1, el parvovirus preferido.
El vector también puede ser un retrovirus como MoMULV, MoMuLV, HaMuSV, MuMTV, RSV o GalLV. Ademas, el
parvovirus puede aplicarse como ADN desnudo o puede acoplarse o incrustarse dentro de una superficie de
liposoma, lo que permite una mejor administracion.

Para construir vectores (expresion) que contengan ADN parvovirico, es posible utilizar métodos generales conocidos
en la técnica. Estos métodos incluyen, por ejemplo, técnicas de recombinacion in vitro, métodos de sintesis y
métodos de recombinacién in vivo.

Los parvovirus y derivados mas adecuados los conoce el experto en la técnica.

Preferiblemente, los parvovirus que se utilizan son los capaces de propagarse y extenderse a través de células
tumorales humanas. El término “propagarse” tal y como se utiliza en el presente documento significa que la progenie
de viriones de la variedad del parvovirus muestra una amplificacion significativa sobre los niveles de entrada (es
decir, > 5 veces). El término “extenderse” tal y como se usa en el presente documento significa que la progenie de
viriones de la variedad del parvovirus son capaces no solo de destruir las poblaciones de células primariamente
infectadas, sino que son capaces de causar infecciones secundarias de células virgenes (naive) con particulas
producidas durante la primera etapa de la infeccion.

Preferiblemente, el parvovirus utilizado en la presente invencion es un parvovirus de roedores que preferiblemente
sea un parvovirus de rata o un parvovirus relacionado con roedores. Son ejemplo preferidos de parvovirus
relacionados con roedores el virus Lulll, el virus diminuto del ratdén (MMV), el parvovirus de ratén (MPV), el virus
diminuto de la rata (RMV), el parvovirus de rata (RPV) o el virus de la rata (RV). Un parvovirus de rata
particularmente preferido es el parvovirus H-1 (H-1PV).

En principio, cualquier tumor cerebral (o posiblemente también metastasis cerebral de otro tumor primario original)
con gliomas, siendo particularmente preferidos los glioblastomas, pueden curarse mediante aplicacién intranasal de
un parvovirus.

Para la administracion intranasal, el parvovirus puede combinarse con transportadores farmacéuticos adecuados. Un
tipo de transportadores farmacéuticos bien conocidos en la técnica y facilmente disponible en el mercado incluye
soluciones salinas tamponadas con fosfato (PBS, del inglés phosphate buffered saline), agua, emulsiones tales
como aceite/agua, agentes humectantes de varios tipos, soluciones estériles, etc. Tales transportadores pueden
elaborarse con el parvovirus mediante métodos convencionales de elaboracion para la administracion de la dosis
adecuada a los pacientes.

El régimen de dosificacion del parvovirus puede determinarse facilmente dentro de las competencias de la técnica,
mediante atencién fisica basada en los datos del paciente, las observaciones y otros factores clinicos que incluyen,
por ejemplo, el tamafio del paciente, la superficie corporal, la edad, el sexo, el virus en particular, el vector, la célula,
etc., a administrar, el tipo de tumor, el grado, el tamafio, etc., el estado general de salud del paciente y otros
farmacos o terapias a los que esté siendo sometido el paciente.

Preferiblemente, la administracion intranasal es una dosis Unica o tres dosis diarias durante tres dias.

Preferiblemente, una dosis Gnica contiene entre 10’ y 10° ufc.
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Los intervalos entre 10° y 10° ufc son particularmente preferidos.
A continuacion, los ejemplos explican la invencion con mas detalle.
Ejemplo 1

Material y Métodos

(A) Células

La linea celular de glioblastoma RG-2 de rata (proporcionada amablemente por C. Walz, Universidad de
Magdeburgo, Alemania) fue crecida en DMEM (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) enriquecido con 10% de FCS
(Biochrom, KG Berlin, Alemania) y un 1% de antibioticos (penicilina, estreptomicina; Gibco, Invitrogen Corporation
Karksruhe, Alemania) en una atmésfera humidificada al 5% de CO», a 37 °C. Las células en crecimiento exponencial
que se administraron a las ratas fueron tripsinizadas y centrifugadas (146g/10 min) y el sedimento celular fue
resuspendido en DMEM sin suplementos.

(B) Produccion del H-1PV e infeccién

El H-1PV se amplificé en células NB-K humanas y se purificé con gradientes de iodixanol (5-{N-[3-(N-{3,5-bis[(2,3-
dihidroxipropil)carbamoil]-2,4,6-triyodofenil}acetamido)-2-hidroxipropiljJacetamido}-1-N,3-N-bis(2,3-dihidroxipropil)-2,
4,6-triyodobenceno-1,3-dicarboxamida, GE Healthcare Canada Inc. Mississauga, ON) como se describe
previamente (1). El H-1PV se tituld en células NB-K indicadoras mediante ensayo en placa y se utilizd
adicionalmente en mudltiples infecciones expresadas en unidades formadoras de cultivo (ufc) por célula (2). Las
particulas vacias de H-1PV se aislaron mediante centrifugacion en gradiente de CsCl, y las particulas infecciosas
residuales se desactivaron mediante radiacion UV como se describe (3,4).

(C) Experimentos en animales

Todos los experimentos en animales se llevaron a cabo conforme a las directrices institucionales y estatales. Las
ratas Wistar hembras consanguineas (10 semanas de edad; 26 en total) y las ratas RNU inmunodeficientes (10
semanas de edad; 24 en total) se obtuvieron de Charles River (Sulzfeld, Alemania).

(i) Implantacion intracerebral de células tumorales

Las ratas se anestesiaron con isoflurano (5 % y 2,5 % como dosis inicial y de mantenimiento, respectivamente), y se
pusieron en un marco estereotactico. Tras la incision lineal del cuero cabelludo, se hizo una perforacién en el craneo
de 0,5 mm a 2 mm a la derecha de la linea media y 1 mm anterior a la sutura coronal. Se introdujo la aguja de una
jeringa Hamilton de 10 ml de manera estereotactica a través de la perforacién a la parte posterior del I6bulo frontal a
una profundidad de 5 mm por debajo del nivel de duramadre, y se inyectaron durante 7 minutos células RG-2 de
glioma o células U87 de glioma humano, respectivamente (en cada caso, 50.000 células en un volumen de 7 ml). La
aguja se retir6 lentamente para minimizar la propagacion de células tumorales a lo largo del trayecto de la aguja.

(i) Infeccion intranasal con H-1PV en ratas Wistar inmunocompetentes portadoras de glioma

Sietes dias después de la implantacion de las células RG-2, las ratas portadoras de tumores se infectaron con el H-
1PV por aplicacion intranasal. Se anestesidé brevemente a los animales, como se ha indicado anteriormente, y se
instilaron una vez con 10° ufc de H-1PV en 100 ml de PBS, 50 ml en cada una de las fosas nasales. Los animales
control recibieron PBS o un ndmero equivalente (1 x 1010) de particulas no infecciosas (capsides de H-1PV vacias
irradiadas con UV) en el mismo volumen. Los animales infectados se mantuvieron separados de las ratas control no
infectadas mediante condiciones de aislamiento. El crecimiento tumoral se monitorizé cada 4-5 dias mediante RM
(ver mas abajo). Las sefiales clinicas y el peso de los animales se monitorizaron diariamente. Los animales que
desarrollaron sintomas relacionados con tumores o una pérdida de peso corporal (> 20 %) se sacrificaron segin las
directrices institucionales.

(iii) Imagen de resonancia magnética

Los animales se examinaron en un escaner de RMN 2,45-T (Bruker BioSpin MRI GmbH, Ettlingen, Alemania)
utilizando imagen ponderada en T1 antes y después de inyectar 0,4 ml de medio de contraste (Gadodiamida,
Omniscan, Amersham, Freiburgo) en la vena de la cola. La imagen T1 con contraste mejorado se realiz6 5 minutos
después de la inyeccion. Durante el examen por RM, las ratas se anestesiaron mediante insuflacion de isoflurano
(dosis inicial de 5 %, mantenimiento con 2 %, como anteriormente).

(iv) Infeccion intranasal con H-1PV en ratas RNU inmunodeficientes portadoras de glioma
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Las ratas con xenoinjertos U87 se trataron con H-1PV a través de instilaciones intranasales mdltiples, a los dias 8,
11, 14, 17 y 20 después de la implantacion de células tumorales. La dosis total de H1-PV por animal fue de 5 x 10°
ufc.

(D) Andlisis de muestras de tejido

Los animales de cada grupo (animales portadores de glioma tratados con PBS o con H-1PV no infeccioso (control) o
H-1PV infeccioso) se sacrificaron 1, 3, y 5 dias después de la infeccion como placebo o la infeccion virica. La
sangre, el cerebro y otros drganos (rifion, pulmén, corazén, bazo, higado e intestino) se analizaron en busca de ADN
virico.

(i) Extraccién de ADN de las muestras de tejido

Se extrajo ADN de criosecciones (10 pm de espesor) de especimenes congelados por choque de diferentes partes
de ambos hemisferios (uno portador de tumor y otro no) y de muestras de érganos periféricos (ver mas arriba; 25 mg
de tejido) utilizando el Mini Kit de ADN Genémico PureLink™ (Invitrogen, Darmstadt, Alemania). De la sangre
completa, el ADN se extrajo con el kit QIA amp DSP de sangre (Quiagen, Hilden, Alemania).

(i) Deteccién con PCR del DNA H-1PV

Las reacciones de PCT se realizaron utilizando 50 ng de ADN total en 40 pl de Supermix (Invitrogen, Darmstadt,
Alemania) y los cebadores siguientes (0,2 pl de una reserva de 100 nM de cada cebador): sentido del cebador,
5’-TCAATGCGCTCACCATCTCTG-3' (Posiciéon nt 1996-2016 dentro de la region del gen NS del genoma H-1PV)
y antisentido 5-TCGTAGGCTTCGTCGTGTTCT-3 '(posicion nt 2490-2510), produciendo un fragmento
amplificado de 516 pb. La amplificacién (34 ciclos) fue la siguiente: 3 min, reaccién de partida a 95°C; Ciclo: 30
seg, 94 °C; 30 segundos, 58 °C; 1 minuto, 72 °C; elongacién final 7 min, 72 °C. Los fragmentos amplificados se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa (1,7 %) a 120 V. El ADN de células RG2 infectadas sirvio
como un control positivo. Los controles negativos incluyeron H2O y los correspondientes tejidos de una rata
infectada de manera simulada.

(iii) Ensayo de células dispersas

Se inocularon por triplicado filtrados homogéneos de muestras de cerebro y sangre de animales infectados con H-
1PV en células NB-K semiconfluentes, sembradas en placas de 48 pocillos. Al producirse el efecto citopatico
mediado por virus (CPE), las células se cultivaron mediante tripsinizacion y se agruparon con el sobrenadante del
cultivo y se atraparon por succion sobre una membrana de transferencia GeneScreen (Perkin Elmer, Rodgau,
Alemania) o analisis de amplificacion de ADN virico utilizando el ensayo de células dispersas como se ha descrito
previamente (5). Tras reticular con UV (usando el UV Stratalinker 1800 a 254 nm, Stratagene/Agilen, Waldbronn,
Alemania; programa de reticulacion automatica), los filtrados se hibridaron con una sonda de ADN virico
radiomarcada, proporcionada amablemente por J.F.P. Niesch y se expusieron a una pelicula de rayos X
(Amersham HyperFilm ECL, GE, Healthcare, Mdnich, Alemania).

(E) Andlisis de replicacion virica

Los cerebros se extrajeron de los animales sacrificados 1 y 5 dias después de la infeccién con H-1PV, y los dos
hemisferios se analizaron por separado. Después de pesarlos, los tejidos se homogeneizaron en 6 ml de PBS en
presencia de perlas de Matrix-D (Q-Biogene [Heidelberg, Alemania]). Se centrifugd un ml de esta mezcla, y el
sobrenadante se filtr6 a través de filtros de 0,45 nm y se utilizé para diluciones seriadas (etapas 1:10) para
inocularlas en células indicadoras de NB-K y RG-2. Cuando los controles alcanzaron (4 dias después de la
infeccion), las células se fijaron con una mezcla de acetato/etanol (1:3) y se tifieron con cristal violeta. El virus en el
tejido se determiné como la dilucién mas alta que caus6 un CPE (los titulos se normalizaron a 1 g de tejido cerebral).

(F) Inmunohistoquimica

Para la inmunodeteccion de proteinas parvovirales, se permeabilizaron secciones congeladas de 20 micrometros
montadas en portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina (Roth, Karlsruhe, Alemania) con Triton X-100 al 0,1% en PBS
y se incubaron con suero de cabra al 5% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente para bloquear la tincion no
especifica. Las secciones se incubaron a continuacion durante 36 horas a 4 °C con el anticuerpo especifico NS-1 de
ratén monoclonal 3d9 (cortesia del Dr. N. Salome) y/o el antisuero especifico de conejo H-1PV-VP (cortesia del Dr.
C. Dinsart (6)).Después de enjuagar, se afiadieron anticuerpos secundarios (anti-lgG de raton conjugado con
Cianina3 [rojo; Jackson ImmunoResearch, West Grove, EE.UU.], anti-lgG de ratén conjugado con cianina2 [verde;
GE Healthcare, Freiburg, Alemania], o anti-lgG de conejo conjugado con cianina2 [Jackson ImmunoResearch, West
Grove, EE.UU.]) que se aplicaron a las secciones (3 h a temperatura ambiente) para revelar las proteinas virales
NS-1y VP, respectivamente. Finalmente, los cubreobjetos se lavaron intensamente y se montaron con medio que
contenia DAPI (VESTASHIELD, Vector Laboratories, Burlingame, EE.UU.) para visualizar los nlcleos. Las imagenes
se digitalizaron utilizando un microscopio fluorescente Leica DMRBE (Leica, Bensheim, Alemania) equipado con una
camara digital y un software de andlisis de imagenes (analySIS, Olympus, Alemania).
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(G) Anadlisis histolégicos (tincion con Hematoxilina y Eosina)

Las secciones congeladas del cerebro en las placas se incubaron durante 3 minutos en hematoxilina (Sigma-Aldrich,
Hamburgo, Alemania), se lavaron con agua de grifo, se expusieron durante 5 minutos en eosina (Sigma-Aldrich) y se
incubaron en concentraciones crecientes de etanol (70 %, 80 %, 90 % y 100 %; 10 minutos por cada concentracion)
seguido de inmersion en xilol (Merck, Darmstadt, Alemania), cubierto con Eukitt (Kindler, Freiburg, Alemania), y
secado al aire.

(H) Anticuerpos neutralizantes del virus

Se obtuvieron muestras de sangre de animales en diferentes momentos temporales después de la infeccién por H-
1PV. Se prepararon diluciones seriadas de los sueros en MEM y se mezclaron con un volumen igual de suspension
de H-1PV (correspondiente a 8 x 10* ufc Ipocillo). Después de la incubacion durante 30 minutos a temperatura
ambiente, se inocul6 la mezcla de suero-virus en células NB-K puestas en placas de 96 pocillos (8 x 10°
células/pocillo). Después de una incubaciéon de 20 minutos, los cultivos fueron suplementados con MEM (que
contenia 5 % de FCS inactivado por calor y penicilina-estreptomicina al 1 %), se mantuvieron durante 72 horas a 37
°C y se procesaron para la determinacion del nimero de células vivas (en relacion con los cultivos infectados de
manera simulada) utilizando el ensayo MTT. Brevemente, el MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-11]-2,5-difeniltetrazolio,
proporcionado por Sigma - Aldrich, EE.UU.) en la soluciéon madre (5 mg/ml) se afiadié a cada cultivo (10 pl por 100
pl). Después de la incubacion durante 3,5 h a 37 °C, se retir6 el medio, se solubilizé el colorante incorporado con
isopropanol acido (100 ml / pocillo) y se midieron los valores de extincién con un aparato Multiskan EX (Thermo
Electron Corporation, Dreieich, Alemania) a 570 nm. El titulo de anticuerpo neutralizante de virus se defini6 como la
dilucién de suero, que redujo el efecto citotdxico viral (es decir, la fraccion de células vivas en relacion con los
cultivos infectados simuladamente) en un 50%.

() Estadisticas

Se calcul6 la significancia estadistica de las diferencias en las tasas de supervivencia entre los animales portadores
de tumores infectados con H-1PV frente a los tratados de manera simulada utilizando el ensayo logrank (rango
logaritmico), del tipo ensayo de suma de rangos de Wilcoxon (7), modificado para datos de supervivencia
censurados (animales sacrificados), y se expresaron como valores de p. En las curvas de Kaplan-Meier, los
momentos de sacrificio (es decir, de censura) se indican mediante barras verticales.

Ejemplo 2
Tratamiento del glioma en un modelo de rata utilizando aplicacién intranasal del parvovirus oncolitico H-1 (H-1PV)

Recientemente se demostrd que la infeccién intratumoral o intravenosa con parvovirus H-1PV inducia la regresion
completa de gliomas experimentales en un modelo de rata (8). Dado que hay indicios de que el epitelio nasal podria
ser un posible sitio de entrada de virus en la infeccion natural con parvovirus (9), se probo si la supresién de glioma
similar podria lograrse instilando H-1PV en la cavidad nasal de los animales. Esto se investigoé en ratas Wistar que
portaban gliomas derivados de células RG-2 intracraneales (ratas) y en ratas RNU (inmunodeficientes) con gliomas
humanos establecidos a partir de células U87. Cincuenta mil células se implantaron estereotacticamente en la parte
posterior del l6bulo frontal de los cerebros de 26 ratas Wistar y 24 ratas RNU, respectivamente, dando lugar a la
formacion de tumores. En ausencia de tratamiento adicional, los animales tuvieron que ser sacrificados debido a
sintomas relacionados con tumores: la supervivencia de los animales después de la implantacion de células
tumorales fue de 22 dias (glioma RG-2) o 27 dias (glioma U87) al maximo.

En el tratamiento de los experimentos, los animales fueron infectados con H-1PV por la via intranasal (108 ufc en
100 ul, 50 ul en cada fosa nasal; una inoculacién en ratas Wistar, inoculaciones multiples en 11 ratas RNU) 7 dias
(ratas Wistar) u 8, 11, 14, 17 y 20 dias (ratas RNU) después de la implantacién de células tumorales. Los grupos de
control se trataron instilando capsides virales vacias (1010 particulas en 100 pl, Wistar: n = 5, RNU: n = 7) o PBS
(100 pl, Wistar, n = 6, RNU, n =5) en las fosas nasales de los animales.

Como se deduce a partir de las imagenes de RM en la Figura 1, una Unica instilacion intranasal de H-1PV fue
suficiente para lograr la remisiébn completa de gliomas intracraneales en 13 de los 15 animales portadores de
gliomas derivados de RG-2 (ratas Wistar). Este efecto llamativo requirid viriones infecciosos ya que las capsides
vacias no protegieron a las ratas del crecimiento de glioma, con los animales muriendo de su tumor después del
mismo intervalo que los controles tratados con PBS, es decir, entre 12 y 22 dias después de la implantacion de las
células de glioma (Figura 2A). En el caso de ratas RNU con tumores derivados de células U87, el efecto supresor
tumoral de H-1PV fue menos pronunciado, pero los animales infectados sobrevivieron una semana mas que los no
infectados (ninguno de los animales sobrevivié méas de 32 dias después de la implantacion de células tumorales Fig
2B). Por lo tanto, en los animales tratados por via intranasal con infeccion del H-1PV, la supervivencia fue
significativamente prolongada (gliomas RG-2 en ratas Wistar, p = 0,0021, gliomas U87 en ratas RNU, p = 0,0038) en
comparacion con animales que recibieron PBS o particulas virales inactivas Fig. 2 A,B). La probabilidad de
supervivencia se calculé mediante andlisis de Kaplan-Meier para el grupo control tratado con PBS (ratas Wistar, n =
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6, ratas RNU, n = 5) y para ratas inoculadas con particulas virales vacias (ratas Wistar, n = 5, ratas RNU, N =7) o
viriones infecciosos de H-1PV (ratas Wistar, n = 15, ratas RNU, n = 11). En los grupos control, se sacrificaron 2
animales para analisis adicionales al dia 3 tras la infeccion. En el grupo tratado con viriones H-1PV infecciosos, los
animales se sacrificaron para analisis el dia 1 (2 ratas Wistar, 1 RNU rata), 3 (4 Wistar Ratas, rata 1 RNU), 5 (2 ratas
Wistar, 2 ratas RNU) y 45 (2 ratas Wistar) después de la infeccion. Se sacrificaron tres ratas Wistar sobrevivientes al
dia 78 tras la infeccion. Para finalizar la experimentacion (Figura 2 A, 2 animales del grupo infectado murieron por
razones no relacionadas con el tumor, 18 dias después de la implantacion de células tumorales). Los animales
sacrificados se incluyeron en el célculo de Kaplan-Meier como animales censurados. La regresion altamente
eficiente del glioma derivado de RG-2 se pudo confirmar en 3 experimentos independientes adicionales. La
regresion tumoral después de la infeccién por H-1PV no fue acompafiada por ningun efecto secundario adverso en
los animales (véase también méas adelante). En el grupo tratado con viriones H-1PV infecciosos, se sacrificaron los
animales para los andlisis al dia 1 (2 ratas Wistar, 1 rata RNU), 3 (4 ratas Wistar, 1 rata RNU), 5 (2 ratas Wistar, 2
RNU), y 45 (2 ratas Wistar) después de la infeccion. Se sacrificaron tres ratas Wistar sobrevivientes al dia 78 tras la
infeccion. Para finalizar la experimentacion (Figura 2 A, 2 animales del grupo infectado murieron por razones no
relacionadas con el tumor, 18 dias después de la implantacién de células tumorales). Los animales sacrificados se
incluyeron en el célculo de Kaplan-Meier como animales censurados. La regresion altamente eficiente del glioma
derivado de RG-2 se pudo confirmar en 3 experimentos independientes adicionales. La regresién tumoral después
de la infeccién por H-1PV no vino acompafiada de ningun efecto secundario adverso en los animales (véase también
mas adelante).

Paralelamente a los resultados previos con inoculacion intratumoral o intravenosa de virus (8), la infeccién intranasal
con H-1PV indujo la destruccién del tejido tumoral (oncolisis) sin conllevar alteraciones morfologicas en el tejido
cerebral adyacente (Fig. 3) ni en ningln otro 6rgano. Sin embargo, hay que sefialar que la destruccion fue mas
efectiva en los tumores derivados de células RG-2 en animales inmunocompetentes en comparacion con los
xenoinjertos humanos (células U87) en animales inmunodeficientes (Figura 3). Esto también se observé en estudios
previos que utilizaron vias de infeccidn distintas de las intranasales (8).

Veinticuatro horas después de la infeccién con viriones H-1PV completos, se pudo detectar ADN virico mediante
PCR o ensayo de células dispersas en el cerebro (Figura 4 A, B), lo que demuestra que el virus inoculado por via
intranasal puede llegar al tejido cerebral, con una acumulaciéon predominante en el area tumoral. También se detecto
una sefial positiva en los 6rganos periféricos enumerados en la Tabla 1 con sefiales relativamente altas en higado y
bazo.

Tabla 1
Deteccion de ADN virico en sangre y en varios érganos de ratas infectadas por via intranasal con H-1PV
Cepa de Dias Sangre | Rifion Pulmoén Corazon Bazo Higado | Intestino
rata después de
la infeccion*
Wistar, con 1 + + - - + + +
glioma RG- 3(5) - T + + + + +
2
Wistar, sin 1 - - - + + + +
tumor 3(5) - + - - + + +
RNU, con 1 + + + + + + +
glioma U87 3(5) - + + - + + -
RNU, sin 1 - + - + + + +
tumor 3(5) - + + + + + -
El ADN se extrajo de los 6rganos y de la sangre, y el ADN virico se detectdé mediante andlisis de PCR o ensayos
de células dispersas.
*En el caso de la sangre, la presencia de ADN virico se analiz6 los dias 1 y 5, para érganos los dias 1y 3
después de la infeccion.

Esto demuestra que también después de la aplicacion intranasal, el virus se distribuyé ampliamente como se informé
para el tratamiento intravenoso e intracraneal (8) independientemente de la presencia de tejido tumoral en los
animales. En la sangre, el ADN virico se pudo detectar en los animales portadores de tumor 1 dia después de la
infeccion pero no a los dias 3y 5, lo que indica viremia transitoria. En las criosecciones de tejido cerebral, la proteina
no estructural citotéxica virica NS-1 que se requiere para la replicacion del ADN virico lleg6é a ser detectable por
inmunohistoquimica a partir del dia 5 tras la infeccion, pero exclusivamente en el area de células tumorales (Fig. 5),
y nunca en secciones de organos periféricos (datos no mostrados). Las proteinas de la capside virica (VP, viral
capsid proteins) podrian detectarse en etapas tempranas después de la infeccion (3 dias) en diversas secciones
cerebrales, en particular en el area tumoral (ejemplificado para gliomas RG-2 en la Figura 6) confirmando la
transferencia al cerebro de viriones de entrada ya que también se detectaron en secciones cerebrales de animales
gue habian recibido cépsides viricas vacias (datos no mostrados). Los viriones infecciosos pudieron detectarse
inoculando muestras de tejido cerebral a células indicadoras. En comparacion con la entrada de virus por las fosas
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nasales, los titulos de virus en el cerebro disminuyeron con el tiempo debido a la rapida distribucién a todo el cuerpo
del animal, independientemente de la presencia de tejido tumoral (datos no mostrados).

El tratamiento intranasal de animales con viriones infecciosos indujo una respuesta inmunitaria antiviral como es
evidente por la aparicion de anticuerpos séricos neutralizantes de H-1PV en ratas inmunocompetentes (Wistar),
detectables alrededor de 10 dias después de la infeccion (Figura 7).

Los datos demuestran que la via intranasal de administracién de H-1PV tiene tanto éxito en la cura del glioma de
rata en el modelo de glioma RG-2 como la aplicacion intracraneal (8), y superior al tratamiento intravenoso que
requiere multiples inyecciones del virus (8). También se pudo demostrar un efecto favorable de la infeccion
intranasal de H-1PV en animales inmunodeficientes con gliomas derivados de células U87 humanas.

Conclusién

Los presentes experimentos demuestran que la H-1PV administrada por via intranasal indujo la regresion completa
de los gliomas de rata (derivados celulares de RG-2) en aproximadamente dos semanas tras la infeccion. Aunque
este intervalo de tiempo fue aproximadamente una semana mas largo en comparacion con la infeccién intracraneal o
intravenosa (8), los animales inmunocompetentes tratados mostraron una supresién completa del tumor, resultando
en su supervivencia a largo plazo como es evidente a partir del analisis de Kaplan-Meier (significativamente [p =
0,0021] duracién de vida extendida en comparacion con las ratas con tumores tratados con tumores). En ratas RNU
inmunodeficientes con un glioma humano (derivado de células U87), se observd una supervivencia
significativamente prolongada después de la infeccion con H-1PV en comparacién con animales no infectados (p =
0,0038)

El virus llegé al cerebro y se distribuyd a otros érganos después de la instilacion intranasal de H-1PV, como se
inform6 previamente para la administracién intracraneal e intravenosa. Esto se evidenci6 mediante
inmunohistoquimica utilizando un antisuero (VP)-especifico de la proteina de la capside H-1PV, asi como por
andlisis PCR del ADN virico. Se observé un enriquecimiento de las capsides H-1PV de entrada en el area tumoral,
gue también se ha encontrado para viriones infecciosos en animales infectados por via intravenosa. La presencia de
ADN virico fue transitoria con la notable excepcion del tejido tumoral. La expresién de la proteina virica reguladora y
toxica NS-1 que también es necesaria para la replicacion del virus solo se pudo detectar dentro del tejido tumoral y
no se detectd en otras areas del cerebro u 6rganos de animales infectados. Debido a la distribucion temprana y
eficiente del virus en todo el cuerpo de los animales, los titulos de virus infeccioso disminuyeron rapidamente en
areas especificas en comparacion con la cantidad de virus aplicada inicialmente. Por lo tanto, es dificil evaluar a qué
tasa se replica el virus produciendo una progenie de viriones que permanecen en el sitio de produccién. Sin
embargo, dado que las proteinas viricas necesarias para la replicacion se encuentran exclusivamente en las células
tumorales, es mas probable que la replicacion tenga lugar en estas células, extendiendo el virus dentro del area del
tumor y siendo distribuido a otros sitios. La viremia parece tener lugar en etapas tempranas tras la infeccion (en las
primeras 24 horas), y puede reaparecer en los animales portadores de tumores en etapas posteriores, lo que indica
la replicacion del virus en las células tumorales, lo que se apoya en la deteccidn de la proteina NS-1 virica en estas
células. En conjunto, estos hallazgos confirman el oncotropismo previamente referido de la replicacion del
parvovirus. La deteccién de la proteina NS-1 en los gliomas se retrasé en 2 dias en comparacion con la aplicacion
intravenosa o intracraneal (8), en consonancia con el retraso en el inicio de la regresién tumoral observada por RM.

La infeccién intranasal de ratas inmunocompetentes condujo a la induccién de anticuerpos neutralizantes de H-1PV
después de 10 dias, lo que representa un retraso de 3-4 dias en comparacion con la aparicion de anticuerpos
séricos después de la administracion intravenosa o intracerebral (8). Esto podria ser una ventaja en las aplicaciones
clinicas del virus cuando se prevén multiples infecciones.

En el presente estudio se pudo demostrar por primera vez que el H-1PV es capaz de alcanzar el cerebro (y el tumor
en si mismo), asi como otros 6rganos cuando se deposita sobre la mucosa nasal. Curiosamente, el virus de una rata
infectada portadora de glioma podria transmitirse a un animal alojado en otra jaula en el mismo aislador,
correlacionando con la infeccién y la regresién completa del glioma transportado por este Ultimo. Esta observacion
sugiere que el virus (excretado a través de saliva o de la orina) puede transmitirse por el aire para infectar a ratas
vecinas. Es tentador especular que la mucosa nasal puede ser un sitio de entrada del virus.

La eficacia de la aplicacién intranasal del H-1PV, demostrada en el presente documento, en viroterapia oncolitica,
presenta una ventaja en el ambito clinico porque es un tratamiento facil y seguro de realizar que no requiere
medidas invasivas. Como se mencion6 anteriormente, la aparicion relativamente tardia de anticuerpos séricos contra
el virus puede permitir un marco de tiempo mas amplio para que multiples aplicaciones alcancen una dosis de virus
total mas alta.
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REIVINDICACIONES

1. Un parvovirus para su uso en un método de tratamiento de un tumor y/o metéastasis tumoral por administracion
intranasal, en el que el tumor es un tumor cerebral y/o las metastasis son metastasis cerebrales.

2. Un parvovirus para su uso en un método segun la reivindicacion 1, en el que la administracion intranasal es una
dosis Unica una vez al dia durante 3 dias.

3. Un parvovirus para su uso en un método de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que una dosis Unica contiene
entre 10" y 10" ufc.

4. Un parvovirus para su uso en un método segun la reivindicacion 3, en el que una dosis Unica contiene entre 10° y
9
10" ufc.

5. Un parvovirus para su uso en un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el
parvovirus es un parvovirus de roedor.

6. Un parvovirus para su uso en un método segun la reivindicacion 5, en el que el parvovirus de roedor es un
parvovirus de rata.

7. Un parvovirus para su uso en un método segun la reivindicacion 6, en el que el parvovirus de rata es H1-PV.

8. Un parvovirus para su uso en un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que el tumor
cerebral es un glioma.

9. Un parvovirus para su uso en un método segun la reivindicacion 8, en el que el glioma es un glioblastoma.

11
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