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DESCRIPCION
Composiciones y métodos de uso de inhibidores de STAT1/3 con virus del herpes oncoliticos
Campo de lainvencién

Esta solicitud de patente se refiere en general a composiciones y al tratamiento del cancer con HSV oncoliticos y un
inhibidor de STAT1/3.

Antecedentes

Los virus oncoliticos (VO) han sido un arsenal terapéutico para destruir especificamente las células cancerosas a
través de la oncdlisis, que es un mecanismo de destruccion caracterizado por la lisis de las células cancerosas durante
el transcurso de la replicacion litica del virus. Ademas de la destruccion celular directa por parte del virus, se ha
demostrado que la respuesta inmunitaria inducida por el virus desempefia un papel fundamental en la terapia con VO.
Dado que los VO pueden eliminar las células cancerosas a través de un mecanismo distinto de los efectos letales de
la quimioterapia y la radioterapia convencionales, los VO son potencialmente ideales para tratar los canceres que no
responden al tratamiento convencional. Entre los diversos VO, los VO basados en el virus del herpes simple tipo 1 son
los mas avanzados, por ejemplo, la FDA de EE. UU. ha aprobado un VO basado en el virus del herpes (T-Vec) para
el tratamiento del melanoma.

El virus oncaolitico investigado con mayor frecuencia para tratar el cancer, como el glioblastoma multiforme (GBM), es
un HSV-1 mutante (virus del herpes simple tipo 1) con una delecion y34.5. A pesar de un excelente perfil de seguridad,
la eficacia clinica de muchos oHSV-1 ha sido decepcionante.

La presente invencion supera las deficiencias de los virus oncoliticos comerciales actuales y ademas proporciona
beneficios adicionales inesperados.

Wu, J., Feng, X., Zhang, B. et al., J Neurooncol 120, 33-41 (2014) describe el bloqueo de la interaccién bFGF/STAT3
a través de rutas de sefalizaciéon especificas que induce la apoptosis en células de glioblastoma.

R. Kanai et al., Clinical Cancer Research, vol. 17, n.° 11 (2011) describe un virus del herpes simple oncolitico que
actla de manera sinérgica con los inhibidores de la ruta de la fosfoinositido 3-quinasa/Akt para seleccionar como
objetivo las células madre de glioblastoma.

Christine A. King et al., Journal of Virology, vol. 89, n.° 22 (2015) describe STAT3 que regula la activacion litica del
virus del herpes asociado al sarcoma de Kaposi.

J.D. Jackson et al., Molecular Cancer Research, vol. 14, n.° 5 (2016) describe inhibidores de STAT1 y NF-Kb que
disminuyen la expresién génica estimulada por interferén basal y mejoran la infecciéon productiva de HSV oncolitico en
células MPNST.

Resumen
La invencion esta definida por las reivindicaciones.

Dicho brevemente, la presente invencidon proporciona composiciones y métodos para tratar el cancer. En ciertos
aspectos, se proporcionan métodos que comprenden la administracién simultanea o secuencial de un virus oncolitico
y un inhibidor de STAT1/3. En algunos aspectos, el cancer es cancer de mama, cancer de cerebro (por ejemplo,
glioblastoma), cancer de colon, cancer de pulmén o cancer de prostata. En algunos aspectos, el virus oncolitico es el
virus del herpes simple y, en ciertos aspectos, el HSV es HSV-1. En ciertos aspectos de la invencion, el virus oncolitico
es un HSV-1 con un gen defectuoso de la ribonucleasa reductasa viral y, opcionalmente, un gen ICP34.5 por lo demas
intacto.

En algunos aspectos, todas las copias del gen ICP34.5 en el genoma del virus del herpes simple oncolitico se
modifican de manera que el gen ICP34.5 es incapaz de expresar un producto funcional del gen ICP34.5. En otros
aspectos, el gen ICP6 se modifica de manera que el gen ICP6 es incapaz de expresar un producto funcional del gen
ICP6. En otros aspectos, el gen ICP47 se modifica de manera que el gen ICP47 es incapaz de expresar un producto
funcional del gen ICP47. En algunos aspectos, el oHSV tiene modificaciones de los genes ICP34.5 e ICP47. En
algunos aspectos, el virus del herpes simple oncolitico es un mutante de la cepa 17. En otros aspectos, el virus
oncolitico es la cepa HrR3 del HSV-1. En algunos aspectos, el inhibidor de STAT1/3 es un nitrofurano; en ciertos
aspectos, el nitrofurano es nifuroxazidas o un derivado o anélogo de las mismas. En otros aspectos, el inhibidor de
STAT1/3 es C16 o un derivado o analogo del mismo.

Las reivindicaciones también se refieren a composiciones farmacéuticas que comprenden un virus oncolitico y un
inhibidor de STAT1/3. En algunos aspectos, el virus oncolitico es el virus del herpes simple y, en ciertos aspectos, el
HSV es HSV-1. En ciertos aspectos de la invencion, el virus oncolitico es un HSV-1 con un gen defectuoso de la
ribonucleasa reductasa viral y, opcionalmente, un gen ICP34.5 por lo demas intacto. En algunos aspectos, todas las
copias del gen ICP34.5 en el genoma del virus del herpes simple oncolitico se modifican de manera que el gen ICP34.5
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es incapaz de expresar un producto funcional del gen ICP34.5. En otros aspectos, el gen ICP6 se modifica de manera
que el gen ICP6 es incapaz de expresar un producto funcional del gen ICP6. En otros aspectos, el gen ICP47 se
modifica de manera que el gen ICP47 es incapaz de expresar un producto funcional del gen ICP47. En algunos
aspectos, el oHSV tiene modificaciones de los genes ICP34.5 e ICP47. En algunos aspectos, el virus del herpes simple
oncolitico es un mutante de la cepa 17. En algunos aspectos, el inhibidor de STAT1/3 es un nitrofurano; en ciertos
aspectos, el nitrofurano es nifuroxazidas o un derivado o analogo de las mismas. En otros aspectos, el inhibidor de
STAT1/3 es C16 o un derivado o analogo del mismo.

Las reivindicaciones también se refieren a un kit que comprende una cantidad predeterminada de un virus oncolitico,
gue puede ser el virus del herpes simple, y una cantidad predeterminada de un agente terapéutico, en el que el agente
terapéutico es un inhibidor de STAT1/3. En algunos aspectos, el virus oncolitico es el virus del herpes simple y, en
ciertos aspectos, el HSV es HSV-1. En ciertos aspectos de la invencidn, el virus oncolitico es un HSV-1 con un gen
defectuoso de la ribonucleasa reductasa viral y, opcionalmente, un gen ICP34.5 por lo demas intacto. En otros
aspectos, todas las copias del gen ICP34.5 en el genoma del virus del herpes simple oncolitico se modifican de manera
que el gen ICP34.5 es incapaz de expresar un producto funcional del gen ICP34.5. En otros aspectos, el gen ICP47
se modifica de manera que el gen ICP47 es incapaz de expresar un producto funcional del gen ICP47. En otros
aspectos, el gen ICP6 se modifica de manera que el gen ICP6 es incapaz de expresar un producto funcional del gen
ICP6. En algunos aspectos, el oHSV tiene modificaciones de los genes ICP34.5 e ICP47. En algunos aspectos, el
virus del herpes simple oncolitico es un mutante de la cepa 17. En algunos aspectos, el inhibidor de STAT1/3 es un
nitrofurano; en ciertos aspectos, el nitrofurano es nifuroxazidas o un derivado o analogo de las mismas. En otros
aspectos, el inhibidor de STAT1/3 es C16 o un derivado o analogo del mismo.

La descripcién establece que la combinacién de un virus oncolitico y un inhibidor de la fosforilacion de STAT1/3 es
particularmente eficaz para prevenir, tratar y/o mejorar los efectos de un cancer (p. €j., cancer de mama, cancer de
cerebro (p. €j., glioblastoma), cancer de colon, cancer de pulmdén o cancer de préstata). En un aspecto, se proporciona
un método para mejorar la eficacia de una viroterapia oncolitica, que comprende las etapas de (a) administrar un virus
oncolitico a un sujeto; y (b) administrar un inhibidor de STAT1/3 en una cantidad que sea eficaz para reducir la
inhibicion de la replicacion del virus oncolitico mediada por la microglia o los macréfagos. En algunos aspectos, el
virus oncaolitico y el inhibidor de STAT1/3 se administran juntos; en otros, el virus oncolitico y el inhibidor de STAT1/3
se administran en serie. En ciertos aspectos, el inhibidor de STAT1/3 es C16, las formas salinas del mismo, los
profarmacos del mismo o los derivados del mismo. En otros aspectos, el inhibidor de STAT1/3 es nitrofurano y, en
aspectos especificos, el nitrofurano es nifuroxazida o un derivado o analogo de la misma.

La administracion conjunta de un inhibidor de la fosforilacién de STAT1/3 (como C16 y nifuroxazida), junto con un virus
oncaolitico, es eficaz para prevenir la inhibicion de la actividad viral oncolitica por parte de los macréfagos y la microglia,
lo que mejora la eficacia del virus oncaolitico.

Ademas de las composiciones descritas en la presente memoria, se proporcionan varios métodos de uso de tales
composiciones. Por ejemplo, se proporciona un método para mejorar la eficacia de una viroterapia oncolitica y un
método para mejorar la actividad oncolitica en una célula cancerosa (y para prevenir la inhibicién de la actividad viral
oncolitica por parte de los macréfagos y la microglia en una célula cancerosa).

Estos y otros aspectos de la presente invencion se haran evidentes con referencia a la siguiente descripcion detallada
y los dibujos adjuntos.

Este breve resumen se ha proporcionado para introducir ciertos conceptos de forma simplificada que se describen con
mas detalle a continuacién en la Descripcion detallada. Salvo que se indique expresamente lo contrario, este breve
resumen no pretende identificar las caracteristicas clave o esenciales de la materia reivindicada, ni pretende limitar el
alcance de la materia reivindicada.

Los detalles de uno o méas aspectos se exponen en la descripcidon a continuacion. Las caracteristicas ilustradas o
descritas en relacion con un aspecto ejemplar pueden combinarse con las caracteristicas de otros aspectos. Por lo
tanto, cualquiera de los diversos aspectos descritos en la presente memoria puede combinarse para proporcionar
otros aspectos. Los aspectos de los aspectos pueden modificarse, si es necesario, para emplear conceptos de las
diversas patentes, solicitudes y publicaciones como se identifican en la presente memoria para proporcionar ain mas
aspectos. Otras caracteristicas, objetos y ventajas seran evidentes a partir de la descripcion, los dibujos y las
reivindicaciones.

Breve descripcion del listado de secuencias

SEQ ID N°:1  Cebador directo de PCR para ICP4.

SEQ ID N°:2  Cebador inverso de PCR para ICP4.
SEQ ID N°:3  Cebador directo de PCR para ICP27.

SEQ ID N°:4  Cebador inverso de PCR para ICP27.
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SEQ ID N°:5 Cebador directo de PCR para B-actina.
SEQ ID N°:6  Cebador inverso de PCR para B-actina.
SEQ ID N°:7  Cebador directo de PCR para ICPS8.
SEQ ID N°:8 Cebador inverso de PCR para ICP8.
SEQ ID N°:9  Cebador directo de PCR para GC.
SEQ ID N°:10 Cebador inverso de PCR para GC.
SEQ ID N°:11 Cebador directo de PCR para VP5.
SEQ ID N°:12 Cebador inverso de PCR para VP5.
SEQ ID N°:13 Cebador directo de PCR para ICP27.
SEQ ID N°:14 Cebador inverso de PCR para ICP27.
SEQ ID N°:15 Cebador directo de PCR para B-actina.
SEQ ID N°:16 Cebador inverso de PCR para 3-actina.
Breve descripcion de los dibujos

Las caracteristicas ejemplares de la presente descripcion, su naturaleza y varias ventajas seran evidentes a partir de
los dibujos adjuntos y la siguiente descripcion detallada de varios aspectos. Los aspectos no limitantes y no
exhaustivos se describen con referencia a los dibujos adjuntos, en los que las etiquetas o los nimeros de referencia
similares se refieren a partes similares en las diversas vistas a menos que se especifique lo contrario. Los tamafios y
las posiciones relativas de los elementos en los dibujos no estan necesariamente a escala. Por ejemplo, las formas
de varios elementos se seleccionan, amplian y colocan para mejorar la legibilidad del dibujo. Las formas particulares
de los elementos tal como estan dibujados han sido seleccionadas para facilitar su reconocimiento en los dibujos. A
continuacién se describen uno 0 mas aspectos con referencia a los dibujos adjuntos en los que:

Las Figuras 1A-1B son graficos que muestran un efecto antitumoral de la nifuroxazida. (Fig. 1A) Las células se
trataron con la concentracion indicada de nifuroxazida durante 72 horas. La citotoxicidad se midi6 usando el
ensayo de MTT. (Fig. 1B) Por via subcutanea, a ratones portadores de tumores U87 se les inyectaron por via
peritoneal las dosis indicadas de nifuroxazida. El tamafio del tumor se midié usando calibres en el dia 7 después
del tratamiento con nifuroxazida.

Las Figuras 2A-2B contienen graficos que muestran el efecto de la nifuroxazida sobre la replicacion de oHSV-1.
(Fig. 2A) Las células indicadas se infectaron con virus HrR3 a una MOI de 0,1. Los virus se recogieron 48 horas
después de la infeccion y se titularon en células Vero. Los datos se presentan como la D.E. media, * P <0,05
frente al tratamiento con el vehiculo correspondiente. (Fig. 2B) Las células U87 o gliales se trataron con HrR3 a
una MOI de 1y la concentracion indicada de nifuroxazida durante 48 horas. Se extrajo el ADN total y se sometié
a qPCR para detectar el HSV-1 utilizando el cebador ICP27. En la figura se represent6 el aumento del % de
0HSV-1 mediado por nifuroxazida.

Las Figuras 3A-3B son gréaficos que muestran el efecto de nifuroxazida y oHSV sobre la proliferacion de las
células tumorales. Las células U87 se trataron con las dosis indicadas de HrR3 y nifuroxazida. (Fig. 3A) La
citotoxicidad se midi6 mediante un ensayo de MTT 72 horas después del tratamiento. (Fig. 3B) El indice de
combinacion (IC) se determind utilizando el programa informatico Calcusyn.

Las Figuras 4A-4C muestran el efecto de la nifuroxazida sobre la expresion génica de HSV-1. (Fig. 4A) Se
trataron células U87 con virus HrR3 a una MOI de 3y las dosis indicadas de nifuroxazida. 24 horas después de
la infeccidn, se extrajo la proteina total y se sometid a analisis de transferencia de Western. (Fig. 4B) Se trataron
células U87 con HrR3 a una MOI de 5 y la concentracion indicada de nifuroxazida durante 6 horas. El nivel de
ARNmM de ICP27 se detectdé mediante RT-gPCR. (Fig. 4C) Se muestra el nivel relativo de ARNm (2-24CT), | os
datos se presentan como la D.E. media, * P <0,05 frente al tratamiento con el vehiculo correspondiente.

Las Figuras 5A-5C representan el efecto de la nifuroxazida sobre la activacion de STAT en células tumorales
infectadas con oHSV-1. (Fig. 5A) Las células U87 se trataron con HrR3 a una MOI de 5 y la concentracién
indicada de nifuroxazida durante 6 horas. A continuacion, la proteina extraida se someti6 a un ensayo de
transferencia de Western. (Fig. 5B) Las células U87 se trataron con la concentracion indicada de HrR3 o
nifuroxazida o Stattic o en combinacién durante 72 horas. La citotoxicidad se midié mediante un ensayo de MTT.
(Fig. 5C) Se muestra el nivel relativo de ARNm (224€T), | os datos se presentan como la D.E. media, * P <0,05
frente al tratamiento con el vehiculo correspondiente.
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Las Figuras 6A y 6B muestran los resultados del aumento de la replicacion de HrR3 dependiente de la dosis in
vivo mediante nifuroxazida. A los ratones portadores de tumores U87 subcutaneos se les inyectd
intratumoralmente una dosis Unica del virus HrR3 (n = 2; 1 x 108 UFP/ml) o se les inyect6 peritonealmente la
concentracion indicada de nifuroxazida o ambos en combinacion. Los tumores se recolectaron el dia 10 después
del tratamiento (Fig. 6A). Se extrajo el ADN gendmico total de los tumores recolectados. Las particulas de ADN
viral (ICP27) se detectaron mediante qPCR y se normalizaron respecto de B-actina. (Fig. 6B) Se determinoé la
expresion de ICP4 y STAT1 mediante un ensayo inmunohistoquimico en los tejidos tumorales recolectados. A
continuacion, se tomaron imagenes de los cortes tefiidos mediante microscopia confocal.

Las Figuras 7A-7L muestran los resultados del tratamiento de células tumorales con nifuroxazida y oHSV-1. Las
Fig. 7A-7C muestran la supervivencia celular para las células tumorales CT26, LL2 y U87 tratadas con
nifuroxazida o HrR3 o KOS. Las Fig. 7D-7G muestran la supervivencia celular de células tumorales, U87, CT26,
4T1y LL2, tratadas primero con nifuroxazida y luego con el virus HrR3. Las Fig. 7H-7K muestran los valores del
indice de combinacion (IC) para las células tumorales tratadas con dosis variables de nifuroxazida o los virus,
HrR3 o0 KOS, o0 VG12TR, solos o en combinacién. La Fig. 7L es una tabla que presenta el indice de reduccién
de la dosis para una combinacién de nifuroxazida y virus HrR3.

La Figura 8 representa la estructura quimica de la nifuroxazida.

La Figura 9A es un gréfico de lineas que muestra el crecimiento de G207 en células U87, determinado mediante
un ensayo de crecimiento de una sola etapa.

La Figura 9B es un gréfico de lineas que muestra el efecto citotéxico de G207, medido mediante el ensayo de
proliferacién de células MTT descrito en la presente memoria 3 dias después de la infeccion en células U87.

La Figura 9C es un grafico de barras que muestra el efecto de la microglia sobre el crecimiento de G207 en
células U87 (5x10%) solas o con diferentes cantidades de células de microglia primaria (MG) de rata (las células
se infectaron con G207 a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1).

La Figura 9D es un gréafico de barras que muestra los resultados de células U87 (5x10%) solas o U87 (5x10%) +
cocultivo con MG (5x10%) que se infectaron a una MOI = 1 con oHSV-1 hRr3 mutado en el gen ICP6, oHSV-1
b17-TK con eliminacion de TK, o HSV-1 KOS de tipo natural (la eficacia de replicacion del virus se determind
mediante un ensayo de crecimiento de virus de una sola etapa a los 4 dias después de la infeccién (media +
D.E)).

La Figura 10A muestra los resultados histolégicos de microglia primaria (MG) o células BV2 de rata que se
infectaron con el virus G207 a una MOI de 3 o preparaciones simuladas (para detectar la expresion del gen
indicador viral, las células se tifieron para B-galactosidasa (flecha) después de 24 horas de infeccion).

La Figura 10B es un grafico de barras que muestra los resultados de las células BV2 que se infectaron de manera
simulada o con G207 a las MOl indicadas durante 24 horas, midiéndose luego la expresion de LacZ a 420 nm.

La Figura 10C muestra gréaficos de lineas de los resultados de células de la microglia MG o BV2 que se infectaron
con G207 a una MOI de 1 para examinar la capacidad de replicacion de G207. Los virus se recogieron a las 24
horas, 48 horas y 72 horas después de la infeccién y luego se titularon en células Vero.

La Figura 11 es un gréfico de barras que muestra la expresién del gen oHSV-1 en células de la microglia. Se
detectaron los niveles de ARNm de diferentes genes del virus G207 (ICP4, ICP27, ICP8, VP5 y GC) mediante
RT-gqPCR. Las proporciones del nivel relativo de ARNm (2-AACT) de las células BV2 y U87 infectadas con G207
(BV2/U87) se presentan en los gréficos de barras.

La Figura 12A contiene gréficos de barras que muestran los resultados de las células BV2 que se trataron
previamente con los compuestos quimicos indicados durante 1-2 horas y luego se infectaron con oHSV-1 a una
MOI de 1. Los virus se recolectaron después de 48 horas del tratamiento con oHSV-1 (G207) y el inhibidor
guimico indicado.

La Figura 12B representa un gel de electroforesis que muestra las proteinas totales que se recolectaron de las
células de la microglia infectadas con G207 24 horas después del tratamiento con 1 pM de C16, 1 uM de Bay11l
0 100 uM de AG. La expresion de ICP27, ICP4 y B-actina se midi6 mediante un ensayo de transferencia de
Western. El cocultivo de U87 y MG se pretrato con 0,5 uM de C16 durante 1 hora.

La Figura 12C representa un gel de electroforesis que muestra las proteinas totales que se recolectaron de las
células de la microglia infectadas con HrR3 0 KOS 24 horas después del tratamiento con 1 uM de PKR-i (C16).
La expresion de ICP27, ICP4 y B-actina se midié mediante un ensayo de transferencia de Western. El cocultivo
de U87 y MG se pretrat6é con 0,5 uM de C16 durante 1 hora.

La Figura 12D es un grafico de barras que muestra el aumento de la replicacion viral de G207 en un 33 % en
cocultivos de glioma-microglia tratados con C16.
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La Figura 12E es un grafico de barras que muestra los resultados de las células BV2 que se pretrataron con los
compuestos quimicos indicados durante 1-2 horas y luego se infectaron con HrR3 o KOS a una MOI de 1. Los
virus se recolectaron después de 48 horas del tratamiento con HrR3/KOS vy el inhibidor quimico indicado.
Después de 48 horas de tratamiento con HrR3/KOS y C16, los virus se recogieron y se titularon mediante un
ensayo de formacion de placas en células Vero.

La Figura 12F es un gréafico de barras que muestra los resultados de las células BV2 que se trataron previamente
con los compuestos quimicos indicados durante 1-2 horas y luego se infectaron con oHSV-1 a una MOI de 1.
Los virus se recolectaron después de 48 horas del tratamiento con oHSV-1 (G207) y el inhibidor quimico indicado.
Después de 48 horas de tratamiento con oHSV-1 (G207) y C16, los virus se recogieron y titularon mediante un
ensayo de formacion de placas en células Vero.

La Figura 13A representa un gel de electroforesis que muestra que C16 inhibe la fosforilacion de STAT 1y
STAT 3. Las células BV2 se pretrataron con vehiculo o C16 (1 uM) durante 2 horas y luego se incubaron con
vehiculo u oHSV-1 (G207) a una MOI de 1 o una combinacién de oHSV-1 y C16 durante 24 horas. Se recogi6
la proteina total y se sometié a un ensayo de transferencia de Western. Se usé la expresion de B-actina para el
control de carga (medias * E.E.).

La Figura 13B es un gréafico de barras que resume los resultados de la Figura 5A.

La Figura 14A es un gréafico de barras que muestra que C16 desencadena la expresion de proteinas de oHSV-1
en la microglia/macréfagos y aumenta la concentracion de virus en el glioblastoma in vivo. Se trataron ratones
con xenoinjerto de U87 con vehiculo o 5 mg/kg de C16 con o sin 6x108 UFP/ml de virus oHSV-1 (G207) (n=2).
Se administraron en total dos dosis de G207 o vehiculo y 4 dosis (cada 3 o 4 dias) de C16. Los tumores se
recogieron el dia 13 después del tratamiento. Se extrajo el ADN gendmico total de los tumores recolectados (n =
2) y se midi6 el ADN viral (ICP27) mediante gPCR (normalizado respecto de B-actina). Los datos que se muestran
son el valor de 2-AACT relativo + E.E.

La Figura 14B muestra la inmunotincion de macroéfagos infiltrados (f4/80) y HSV-1 replicables en tumores U87
de ratones.

Figura 15A: Grafico de lineas que muestra el volumen tumoral de ratones con xenoinjerto de U87 que se trataron
con vehiculo o 5 mg/kg de C16 con o sin una dosis Unica de 1x10% UFP/mI de virus oHSV-1 (HrR3) (n=5). Se
inyectaron multiples dosis de vehiculo o C16 por via intraperitoneal (IP) en dias alternos. La designacion (*)
representa una regresion tumoral significativa (P <0,05) mediante la combinacion de oHSV-1 y C16 frente al
tratamiento con vehiculo o con C16 individual o con oHSV-1 individual (+ E.E.).

La Figura 15B es un grafico de barras que muestra el ADN gendmico total que se extrajo de los érganos
recolectados (n=3). EI ADN viral (ICP27) se midi6 mediante qPCR (normalizado respecto de B-actina). Los datos
que se muestran son valores de 2-AACT relativos + E.E.

La Figura 15C es un grafico de lineas que muestra un analisis de supervivencia de Kaplan-Meier de los ratones-
sujetos de los Ejemplos resumidos en las Figuras 7A'y 7B.

La Figura 16 presenta datos que muestran que el tratamiento con C16 inhibe la activacion de STAT1/3 inducida
por LPS. Se trataron células BV2 con vehiculo o Lps (1 pg/ml) o Lps (1 pg/ml) con C16 (1 uM) durante 24 horas.
Se recogi6 la proteina total y se sometié a un ensayo de transferencia de Western. La expresion de B-actina se
uso para el control de carga (medias + E.E).

La Figura 17 presenta datos que muestran el efecto de inhibicién de la fosforilacion de elF2a de C16 en diferentes
tipos de células infectadas con oHSV-1. Las células indicadas se pretrataron con vehiculo o C16 1 uM durante 2
horas antes de la infecciébn con G207 a una MOI de 1. La proteina total se extrajo 24 horas después del
tratamiento y se sometié a andlisis de transferencia de Western.

La Figura 18 presenta datos que muestran el efecto de C16 sobre la replicacion de G207 en diferentes tipos de
células. Las células indicadas se pretrataron con vehiculo o C16 1 uM durante 2 horas antes de la infeccion con
0HSV-1 (G207) a una MOI de 1. La proteina total se extrajo a las 24 horas.

Las Figuras 19A-C muestran la inhibicion de STAT mediante la combinacion de NF y oHSV-1. Fig. 19Ay Fig. 19B,
se trataron células U87 (A) o células CT26 (B) con las concentraciones indicadas de HrR3 o NF o una
combinacién. La proteina total se extrajo después de 24 horas y se sometié a andlisis de transferencia de
Western. Se midid la intensidad de las bandas usando el programa informético Image J y se normalizé respecto
de B-actina. Las muestras se analizaron por triplicado y los datos son las medias + E.E. Las diferencias
estadisticamente significativas se indican mediante P <0,05 o P <0,01. Fig. 19C, se inyectd intratumoralmente a
ratones que portaban tumores U87 por via subcutanea una dosis Unica de virus HrR3 (1 x 10% UFP) y/o dosis de
NF inyectadas por via peritoneal como se indica. Los tumores se recogieron el dia 10 después del tratamiento y
se extrajo la proteina total de un raton de cada grupo de tratamiento y se sometio a andlisis de transferencia de
Western por triplicado. Los resultados se informan como las medias + E.E.
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La Figura 20 muestra el efecto antitumoral mejorado de la combinacion de NF y oHSV-1 in vivo. Se trataron
ratones BALB/C con tumor CT26 (cancer de colon) con una dosis Unica del virus HrR3 (oHSV-1) (2 x 107 UFP)
o vehiculo y se les administraron inyecciones peritoneales diarias de 50 mg/kg de NF solo o en combinacion con
el virus HrR3 (5 ratones en cada grupo). Los tamafios de los tumores se midieron usando calibres (longitud X
altura X anchura/2). Los datos son las medias + E.E. y las diferencias estadisticamente significativas entre el
tratamiento con la combinacion de NF y oHSV-1, NF solo y oHSV-1 solo se indican mediante el valor de p, * P
<0,05.

Las Figuras 21A-B demuestran la seguridad de la combinacién de NF y oHSV-1 in vivo. Fig. 21A, se extrajo el
ADN gendmico total de los tumores recolectados y de otros 6rganos (n=2). EI ADN viral (ICP27) se detecto
mediante gPCR y se normaliz6 respecto de B-actina. Las muestras se analizaron por cuadruplicado y los datos
son los promedios de 2 ratones + E.E. Fig. 21B, ratones BALB/C con tumor CT26 (cancer de colon) que se
trataron con NF o HrR3 solos o en combinacién como se describe en el material y método. El peso corporal se
midié usando una escala de medicion y el peso del tumor se calculd a partir del volumen del tumor (1 mm3 =1
0). El peso corporal neto se obtuvo restando el peso del tumor del peso corporal. Los datos representan la media
del peso corporal neto de tres ratones seleccionados al azar de cada grupo * E.E.

Descripcion detallada

La presente invenciéon puede entenderse mas facilmente con referencia a la siguiente descripcion detallada de los
aspectos preferidos de la invencion y los ejemplos incluidos en la presente memoria.

La presente descripcidon proporciona métodos, composiciones y kits para administrar tanto un HSV oncolitico (o0HSV)
como un inhibidor de la fosforilacién de STAT1/3, como un nitrofurano o C16 o analogos o derivados del mismo, a
células cancerosas, tipicamente in vivo a un sujeto que necesita tratamiento contra el cancer. El término "cancer”,
como se usa en la presente memoria, se refiere a un cancer de cualquier tipo y origen, incluidas las células formadoras
de tumores, los canceres hematolégicos y las células transformadas. El término "célula cancerosa", como se usa en
la presente memoria, incluye las células cancerosas o formadoras de tumores, las células transformadas o una célula
gue es susceptible de convertirse en una célula cancerosa o formadora de tumores. Las formas representativas de
cancer incluyen carcinomas, sarcomas, mielomas, leucemias, linfomas y tipos mixtos de los anteriores. Otros ejemplos
incluyen los discutidos con mas detalle a continuacion.

La administracion de oHSV y un inhibidor de la fosforilacion de STAT1/3 produce mas muerte de células tumorales
que la administracion de oHSV o un inhibidor de la fosforilacion de STAT1/3 solos. Ademas, el tratamiento combinado
es sinérgico, lo que permite dosis mas pequefias tanto del inhibidor como del virus. Las dosis mas pequefias confieren
muchas ventajas, como la disminucién de la morbilidad asociada con cada agente y la disminucién de costes.

A. Inhibidores de la fosforilacién de STAT1/3

Las proteinas transductor de sefiales y activador de la transcripcion (STAT) son una familia de factores de transcripcion
citoplasmaticos que constan de 7 miembros, incluidos STAT1 y STAT3. Desempefian un papel crucial en la regulacion
de una serie de funciones bioldgicas diversas, incluida la proliferacion celular, la diferenciacion, la apoptosis, la
respuesta inflamatoria, la inmunidad y la angiogénesis. STAT1/3 regula diversas funciones biolégicas, incluido el
crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis. Ademas, STAT1/3 juega un papel clave en la regulacion de las
respuestas inmunitarias e inflamatorias del huésped y en la patogénesis de muchos tipos de cancer. La via de
sefializacion de STAT1/3 se activa constitutivamente en muchos canceres y ha sido el objetivo del desarrollo de
inhibidores de STAT1/3 para tratar canceres.

En general, las STAT son activadas por tirosina quinasas, incluidas tirosina quinasas asociadas a receptores (p. €j.,
las quinasas Janus (JAK)), por receptores con actividad intrinseca de tirosina quinasa (p. €j., PDGFR, EGFR, FLT3) y
proteinas tirosina quinasas no receptoras (PTK) (p. €j., c-Src Ber-Abl y Brk (quinasa de tumor de mama)).

Se conocen muchos inhibidores de STAT1/3 diferentes. Se pueden encontrar ejemplos de inhibidores, por ejemplo, en
Furgan et al. (J of Hemat. & Oncology, 6:90, 2013). Una variedad de fuentes comerciales venden inhibidores de
STAT1/3 (p. €j., R&D Systems, MN, EE. UU.; InvivoGen, CA, EE. UU.). Se pueden identificar inhibidores adicionales
usando varios ensayos (p. ej., Szelag et al., PLOSOne, http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0116688).

Los ejemplos de dos inhibidores de STAT1/3 particulares que son Utiles en las composiciones descritas en la presente
memoria son nifuroxazida y C16.

1. Nitrofuranos

Los nitrofuranos son una clase de farmacos caracterizados por tener un anillo de furano y un grupo nitro. Esta clase
de medicamentos incluye una amplia variedad de medicamentos antibacterianos (por ejemplo, Difurazona,
Furazolidona, Nifturfolina, Nifuroxazida, Nifurquinazol, Nifurtoinol, Nifurzida, Nitrofural (también conocido como
nitrofurazona), Nitrofurantoina y Ranbezolid) y medicamentos antimicrobianos (por ejemplo, Furaltadona, Furazidina,
furilfuramida, nifuratel y nifurtimox.
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Un farmaco especialmente adecuado para su uso en la presente invencion es la nifuroxazida (acido benzoico, 4-
hidroxi-, [(5-nitro-2-furanil)metilen]hidrazida, CAS 965-52-6, Fig. 7), que a menudo se usa como antibidtico oral y se
ha usado para tratar la colitis y la diarrea en humanos y animales no humanos.

Se ha informado que la nifuroxazida es un potente inhibidor de la via de sefializacion de STAT1/3. Como se demuestra
en los Ejemplos, la nifuroxazida es activa frente a las células tumorales in vitro e in vivo, ademés de potenciar la
eficacia de replicacion del oHSV en las células tumorales. La nifuroxazida esta disponible comercialmente a través de
varios proveedores.

También se pueden utilizar derivados y analogos de nifuroxazida. Los derivados incluyen compuestos heterociclicos,
como la nifuroxazida 5-nitro-heterociclica. Los analogos incluyen sustituciones del grupo nitrofurano, p. ej., por
benzofuroxano y sus derivados que tienen diferentes sustituciones en el anillo de bencilo (Fraias et al. BMC Cancer
15:807, 2015), acidos benzoicos sustituidos (Tavares et al. Boll Chim Farm 136:244, 1997; Masunari y Tavales,
Bioorganic & Med Chem 15:4229, 2007). Ademas, pueden usarse varias formas salinas y profarmacos.

2. C16 y analogos y derivados

C16 es un farmaco que actiia como inhibidor selectivo de la enzima proteina quinasa dependiente de ARN bicatenario
(PKR) y también inhibe la fosforilaciéon de STAT 1/3. C16 también se conoce como PKRi. C16 es un derivado de
imidazol-oxindol que tiene una formula quimica de 6,8-dihidro-8-(1H-imidazol-5-ilmetilen)-7H-pirrolo[2,3-g]benzotiazol-
7-ona. La estructura quimica de C16 se muestra a continuacion. Dentro del contexto de la descripcion, C16 también
incluye formas salinas, profarmacos y derivados de los mismos.

B. Virus oncolitico

Un virus oncolitico es un virus que lisara las células cancerosas (oncdlisis), preferiblemente de forma selectiva. El
término "oncolitico", como se usa en la presente memoria, se refiere a un virus de replicacion selectivo de tumores, tal
como un herpesvirus humano, que induce la muerte celular en la célula y/o el tejido canceroso infectado. Aunque
pueden infectarse células normales o no tumorales, las células cancerosas se infectan y experimentan selectivamente
la muerte celular, en comparacion con las células normales o no cancerosas de un sujeto. "Muerte celular", como se
usa en la presente memoria, incluye todas las formas de muerte celular, incluidas, por ejemplo, la lisis celular y/o la
apoptosis. Los virus que se replican selectivamente en las células en divisiéon en contraposicion a las células que no
se dividen, a menudo son oncoliticos. Los virus oncoliticos adecuados para el uso en la presente memoria incluyen el
virus del herpes simple, adenovirus, coxsackie, virus del sarampion, virus de la enfermedad de Newcastle, parvovirus,
poliovirus, reovirus, virus de Seneca Valley, retrovirus, virus vaccinia, tanapoxvirus, virus de la estomatitis vesicular,
virus del mixoma y virus de la gripe A.

Los virus oncoliticos adecuados para las composiciones y los métodos descritos en la presente memoria pueden
comprender virus de tipo natural, virus replicantes y derivados competentes de replicacion modificados de los mismos
y virus no replicantes, virus armados con CPG, asi como virus o vectores relacionados basados en dichos virus o
derivados. Generalmente, se utilizaran virus competentes para la replicacion, de modo que el tratamiento de un sujeto
pueda lograrse eliminando las células cancerosas, es decir, las células cancerosas son eliminadas por la actividad
oncolitica y citotdxica del virus oncolitico. El virus oncolitico incluido en las composiciones y utilizado en los métodos
descritos en la presente memoria puede constituir las formas activas de tales virus o, alternativamente, vectores virales
gue estan configurados para codificar y producir el virus oncolitico deseado en una célula cancerosa objetivo. El
término "vector viral", como se usa en la presente memoria, se refiere a una molécula de &cido nucleico que se usa
como vehiculo para administrar una o mas moléculas de acido nucleico en una célula para permitir la recombinacion.
El vector viral puede ser una construccion de plasmido que codifica y se usa para generar un virus oncolitico (como
un virus del herpes humano) en una célula cancerosa, o puede ser un genoma de virus oncolitico (por ejemplo, un
genoma del virus del herpes humano no recombinante).

Los virus del herpes simple (HSV) 1 y 2 son miembros de la familia Herpesviridae, que infectan a los humanos. El
genoma del HSV contiene dos regiones Unicas, que se designan regiones Unicas largas (UL) y Unicas cortas (Us).
Cada una de estas regiones esté flanqueada por un par de secuencias de repeticiones terminales invertidas. Hay
alrededor de 75 marcos de lectura abiertos conocidos. El genoma viral se ha disefiado para desarrollar virus oncoliticos
para su uso, p. €j., en la terapia del cancer. La replicacion selectiva de tumores del HSV es conferida por la mutacion
del gen ICP34.5 (también llamado y34.5) del HSV. El HSV contiene dos copias de ICP34.5. Se sabe que los mutantes
que inactivan una o ambas copias del gen ICP34.5 carecen de neurovirulencia, es decir, son avirulentos/no
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neurovirulentos y son oncoliticos.

En algunos aspectos, el oHSV tiene uno o ambos genes y34.5 modificados de manera que es incapaz de expresar
una proteina ICP34.5 funcional. Los genes pueden modificarse por la mutacion de uno o méas nucledtidos, inserciones,
deleciones, sustituciones, etc. La alteracion puede estar en la secuencia codificante, en la secuencia no codificante
(p. €j., en un promotor) o en ambas. En algunos aspectos, ambas copias de los genes y34.5 estan mutadas.

El oHSV puede tener mutaciones adicionales, que pueden incluir mutaciones incapacitantes, por ejemplo, deleciones,
sustituciones, inserciones, que pueden afectar a la virulencia del virus o su capacidad de replicarse. Por ejemplo, se
pueden realizar mutaciones en cualquiera o mas de ICP6, ICPO, ICP4, ICP27, ICP47, ICP 24, ICP56. Preferiblemente,
una mutacion en uno de estos genes (opcionalmente en ambas copias del gen cuando corresponda) conduce a una
incapacidad (o reduccioén de la capacidad) del HSV de expresar el polipéptido funcional correspondiente. En algunos
aspectos, el promotor de un gen viral puede sustituirse por un promotor que sea selectivamente activo o inducible en
células objetivo.

El oHSV también puede tener genes y secuencias de nucleétidos que no tienen como origen el HSV. Por ejemplo, el
oHSV puede comprender una secuencia que codifica un profarmaco, una secuencia que codifica una citocina u otro
factor inmunoestimulante, un promotor especifico de tumores, un promotor inducible, un potenciador, una secuencia
homologa a una célula huésped, entre otros.

El HSV oncolitico adecuado puede derivar de HSV-1 o HSV-2, incluida cualquier cepa de laboratorio o aislado clinico.
En algunos aspectos, el oHSV puede ser o puede derivar de una cepa de laboratorio, como la cepa 17 de HSV-1, la
cepa F de HSV-1 o la cepa HG52 de HSV-2. En otros aspectos, puede ser o derivar de la cepa JS-1 que no es de
laboratorio. Los vectores de HSV adecuados incluyen los ensefiados en los documentos US 7.223.593, US
7.537.924, US 7.063.835, US 7.063.851, US 7.118.755, US 8.277.818, y US 8.680.068. Otros virus HSV-1 adecuados
se encuentran en la siguiente tabla. En ciertos aspectos de la invencién, el virus oncolitico es un HSV-1 con un gen
defectuoso de la ribonucleasa reductasa viral y, opcionalmente, un gen ICP34.5 por lo demas intacto. Los mutantes
de HSV-1 particularmente preferidos a este respecto incluyen hrR3 (véase Kulu et al, Cancer Gene Therapy (2009)
16, 291-297; doi:10.1038/cgt.2008.83; publicado en linea el 7 de noviembre de 2008; véase también Goldstein DJ,
Weller SK. Herpes simplex virus type 1-induced ribonucleotide reductase activity is dispensable for virus growth and
DNA synthesis: isolation and characterization of an ICP6 lacZ insertion mutant. J Virol 1988; 62: 196-205).

Se conocen en la técnica varios virus oncoliticos. Los ejemplos incluyen:

Virus Nombre Referencias

HSV-1 HrR3 [1
G207 [2, 3]
G47Delta [4]
HSV 1716 [5, 6]
HF10 7
NV1020 [8]
T-VEC [9]
J100 [10]
MO002 [11]
NV1042 [12]
G207-IL2 [13]
rQNestin34.5 [14]
G47A-mIL-18 [15]

Adenovirus H101 [16]
Onix-015 [17]
CV706 [18]
CG0070 [19]
Telomelisina [20]
Ad5-CD/TKrep [21]



Virus

Coxsackie

Virus del sarampién

Virus de la enfermedad

de Newcastle

Parvovirus
Poliovirus

Reovirus

Virus de Seneca Valley

Retrovirus

Vaccinia

Tanapoxvirus

Virus de la estomatitis

vesicular
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Nombre

Ad5-D24-RGD

CGTG-102
INGN-007
ColoAd1
CG787
H103
CAVATAK
MV-CEA
MV-NIS
MV-aPD-L1
MV-aCTLA-4
MV GM-CSF
NDV-HUJ
PV701
MTH-68/H

rNDV/F3aa-GM-CSF
rNDV/F3aa-IFN-y
rNDV/F3aa-TNF-a

rNDV-IL2

rNDV/F3aa-IL-2

H-1PV
PVS-RIPO
Reolisina
NTX-010
Toca 511
JX-594
Dryvax
JX-795
VVLATK-IL10
rv-4-1BBL
vwCCL19

OVV-CXCR4-A-Fc

vwDD-CDSR
GL-ONC1

TPV/AGBR/liIC
TPV/A66R/mMCP-1

rvVSV-IL12
opt.hIL-15
mvsv

10

Referencias
[22]
(23]
[24]
[25]
[26]
[27]
(28]
[29]
(30]
(31]
(31]
(32]
(33]
(34]
(35]
(36]
(36]
(36]
(37]
(36]
(38]
(39]
[40]
[41]
[42]
(43]
[44]
(45]
[46]
[47]
(48]
[49]
[50]
[51]
[52]
[52]
(53]
[54]
[55]
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Virus Nombre Referencias

Virus del mixoma vMyx-GFP [56]
vMyx-IL15Ra-tdTr [57]

Virus de la gripe A deINS1-IL-15 [58]

C. Composiciones terapéuticas

Se proporcionan composiciones terapéuticas que pueden usarse para prevenir, tratar o mejorar los efectos de un
cancer. Mas particularmente, algunas composiciones terapéuticas comprenden un virus oncolitico como se describe
en la presente memoria. En los aspectos preferidos, la composicién terapéutica puede comprender un virus oncolitico
como se describe en la presente memoria. En los aspectos preferidos, la composicion terapéutica puede comprender
un virus oncolitico y un inhibidor de la fosforilacion de STAT 1/3 (como C16 o un nitrofurano) o un inhibidor de PKR
(p. €j., C16) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La combinacion de un virus oncolitico con un inhibidor de la fosforilacion de STAT 1/3 (como C16, un analogo o
derivado, o un nitrofurano) o un inhibidor de PKR (p. €j., C16 o un analogo o derivado) es particularmente eficaz para
prevenir, tratar y/o mejorar los efectos del cancer. Mas especificamente, y como se demuestra en los ejemplos a
continuacion, la invencién establece que la administracion conjunta de un inhibidor de la fosforilacién de STAT 1/3
(como C16 y un nitrofurano) junto con un virus oncolitico es eficaz para prevenir la inhibiciéon por los macréfagos y la
microglia de la actividad viral oncolitica, mejorando asi la eficacia del virus oncolitico coadministrado. El virus oncolitico
puede ser cualquiera de una variedad de virus oncoliticos, incluidos los descritos anteriormente, y con frecuencia sera
un virus del herpes simple | (oHSV-1) descrito en la presente memoria.

En ciertos aspectos, las composiciones comprenderan ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La frase
"vehiculo farmacéuticamente aceptable" pretende abarcar cualquier vehiculo, diluyente o excipiente que no interfiera
con la eficacia de la actividad biologica del virus oncolitico y que no sea téxico para el sujeto al que se administra
(véase Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott Williams & Wilkins; 212 edicion (1 de mayo de
2005 y en The United States Pharmacopeia: The National Formulary (USP 40 - NF 35 y suplementos).

En el caso de un virus oncolitico (o vectores virales que codifican el mismo), los ejemplos no limitantes de los vehiculos
farmacéuticos adecuados incluyen disoluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones (como emulsiones
de aceite/agua), diversos tipos de agentes humectantes, disoluciones estériles, y otras. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables adicionales incluyen geles, materiales de matriz bioabsorbibles, elementos de
implantacion que contienen el virus oncolitico o cualquier otro vehiculo, medio o material de administracion o
distribucién adecuado. Dichos vehiculos se pueden formular mediante métodos convencionales y se pueden
administrar al sujeto en una dosis eficaz. Los excipientes farmacéuticamente aceptables adicionales incluyen agua,
solucion salina, polietilenglicol, acido hialurénico y etanol. También se pueden incluir sales farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo, sales de acidos minerales (tales como clorhidratos, bromhidratos, fosfatos, sulfatos y
similares) y las sales de acidos organicos (tales como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos y similares). Dichos
vehiculos, diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables (de grado farmacéutico) que pueden usarse para
administrar el inhibidor de STAT1/3 a una célula cancerosa objetivo preferiblemente no induciran una respuesta
inmunitaria en el individuo (sujeto) que recibe la composicion (y preferiblemente se administraran sin una toxicidad
indebida).

En el caso de C16 o nitrofurano (ambos una molécula pequefia), los ejemplos no limitantes de vehiculos
farmacéuticamente aceptables adecuados pueden incluir vehiculos, diluyentes y adyuvantes, tales como solucién
salina tamponada con fosfato de Dulbecco, de pH aproximadamente 7,4; solucion salina al 0,9 % (0,9 % p/v de NacCl);
y dextrosa al 5% (p/v).

Las composiciones proporcionadas en la presente memoria se pueden proporcionar en una variedad de
concentraciones. Por ejemplo, se pueden proporcionar dosis del virus oncolitico que oscilan de una dosis mayor de
aproximadamente 10° unidades formadoras de placas ("ufp"), de entre aproximadamente 102 a mas de 10° ufp, entre
aproximadamente 102 a aproximadamente 107 ufp, entre aproximadamente 10° a aproximadamente 10° ufp, o entre
aproximadamente 10* a aproximadamente 10° ufp. En ciertos aspectos (y utilizando el HSV oncolitico como ejemplo),
las formas farmacéuticas para humanos pueden oscilar entre aproximadamente 10° a aproximadamente 10° ufp. En
otros aspectos, la forma farmacéutica puede oscilar entre aproximadamente 10° a aproximadamente 108 ufp/ml,
inyectandose hasta 4 ml en pacientes con lesiones grandes (p. €j., >5 cm) y cantidades mas pequefias (p. €j., hasta
0,1 ml) en pacientes con lesiones pequefias (p. €j., <0,5 cm) cada 2-3 semanas de tratamiento.

De manera similar, se puede proporcionar facilimente una variedad de formas farmacéuticas para C16 (o analogos o
derivados) y nitrofuranos basdndose en los regimenes de prescripcion habituales (véase, por ejemplo, Physician's
Desk Reference, 712 ed., PDR Staff, 2017; y The Merck Manual, 192 ed., Robert S. Porter, 2011).

En ciertos aspectos de la invencién, debido a la sinergia del virus oncolitico y el C16 (o andlogo o derivado) y
nitrofurano, se pueden utilizar dosis mas bajas que las habituales. Por lo tanto, en ciertos aspectos pueden
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administrarse menos de alrededor de 108 ufp/ml (inyectdndose hasta 4 ml a un paciente cada 2-3 semanas) a un
paciente, junto con (ya sea de forma secuencial o simultanea) C16 (o un analogo o derivado del mismo) o un
nitrofurano.

Las composiciones se pueden almacenar a una temperatura que conduzca a una vida util estable, e incluye la
temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C), 4 °C, -20 °C, -80 °C y en N2 liquido. Debido a que las composiciones
destinadas al uso in vivo generalmente no tienen conservantes, el almacenamiento sera generalmente a temperaturas
mas frias. Las composiciones se pueden almacenar secas (por ejemplo, liofilizadas) o en forma liquida.

D. Administracion

Ademas de las composiciones descritas en la presente memoria, se proporcionan varios métodos para usar tales
composiciones para tratar o mejorar el cancer. En los aspectos preferidos de la invencién se proporcionan métodos
para mejorar la eficacia de una viroterapia oncolitica, que comprende las etapas de (1) administrar un virus oncolitico
a un sujeto y (2) administrar un inhibidor de la fosforilacion de STAT 1/3 (como C16, o un analogo o derivado del
mismo, o un nitrofurano) en una cantidad que sea eficaz para reducir la inhibicién mediada por la microglia o los
macraéfagos de la replicacion del virus oncolitico en una célula cancerosa. En tales aspectos, se administra tipicamente
al sujeto una dosis eficaz del (1) virus oncolitico y (2) el inhibidor de la fosforilacion de STAT 1/3. En varios aspectos
de la invencioén, las etapas (1) y (2) pueden completarse en cualquier orden o al mismo tiempo.

Los términos "dosis eficaz" y "cantidad eficaz" se refieren a las cantidades del virus oncolitico y del inhibidor de la
fosforilacion de STAT 1/3 o PRK que son suficientes para efectuar el tratamiento de un cancer especifico, por ejemplo,
las cantidades que son eficaces para reducir el tamafio o la carga de un tumor objetivo, o dificultar de otro modo la
tasa de crecimiento de las células tumorales objetivo. Mas particularmente, tales términos se refieren a las cantidades
de virus oncoliticos y un inhibidor de la fosforilacion de STAT 1/3 o PRK que son eficaces, a las dosis y periodos de
tratamiento necesarios, para lograr un resultado deseado. Por ejemplo, en el contexto del tratamiento de un cancer,
una cantidad eficaz de las composiciones descritas en la presente memoria es una cantidad que induce la remision,
reduce la carga tumoral y/o previene la propagacion o el crecimiento del tumor en comparacion con la respuesta
obtenida sin la administracion del virus oncolitico e inhibidor de PKR descrito en la presente memoria. Las cantidades
eficaces pueden variar de acuerdo con factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del
sujeto, asi como la formulacion farmacéutica, la via de administracién y similares, pero, no obstante, un experto en la
técnica puede determinarlas de manera rutinaria.

Las composiciones terapéuticas se administran a un sujeto diagnosticado de cancer o que se sospecha que tiene
cancer. Los sujetos pueden ser humanos o animales no humanos.

Las composiciones se usan para tratar el cancer. Los términos "tratar" o "tratamiento”, tal como se usan en la presente
memoria, significan un enfoque para obtener resultados beneficiosos o deseados, incluidos los resultados clinicos.
Los resultados clinicos beneficiosos o deseados pueden incluir el alivio o la mejora de uno o mas sintomas o
afecciones, la disminucién de la extensién de la enfermedad, el estado estabilizado (es decir, sin empeoramiento) de
la enfermedad, la prevencion de la propagacion de la enfermedad, el retraso o la ralentizacion de la progresion de la
enfermedad, la mejora o paliacién del estado de la enfermedad, la disminucién de la recurrencia de la enfermedad y
la remision (ya sea parcial o total), ya sea detectable o indetectable. Los términos "tratar" y "tratamiento” también
pueden significar prolongar la supervivencia en comparacién con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

Las formas representativas de cancer incluyen los carcinomas, leucemias, linfomas, mielomas y sarcomas. Otros
ejemplos incluyen el cancer del conducto biliar, cancer de cerebro (p. €j., glioblastoma), mama, cuello uterino,
colorrectal, del SNC (p. ej.,, neuroma acustico, astrocitoma, craneofaringioma, ependimoma, glioblastoma,
hemangioblastoma, meduloblastoma, menangioma, neuroblastoma, oligodendroglioma, pinealoma y retinoblastoma),
revestimiento endometrial, células hematopoyéticas (p. €j., leucemia y linfomas), rifién, laringe, pulmon, higado,
cavidad oral, ovarios, pancreas, prostata, piel (p. ej., melanoma y carcinoma de células escamosas) y tiroides. Los
canceres pueden comprender tumores solidos (p. ej., sarcomas como fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma,
condrosarcoma y sarcoma osteogénico), pueden ser difusos (p. €j., leucemia) o alguna combinacién de estos (p. €.,
un cancer metastasico que tiene tanto tumores sélidos como células cancerosas diseminadas o difusas).

También pueden tratarse tumores benignos y otras afecciones indeseadas de la proliferacion celular.

En su forma mas basica, se coadministran el oHSV y un inhibidor de STAT1/3 a un sujeto. La administracién conjunta
puede ser simultdnea o secuencial. Cuando es secuencial, el oHSV o el inhibidor de STAT1/3 pueden administrarse
primero en el tiempo. La forma de administracién de cada agente puede ser la misma (p. €j., inyeccién) o diferente
(p. €j., uno por via oral y el otro por inyeccion), independientemente de que se administren de forma simultidnea o
secuencial. Se pueden administrar multiples administraciones de uno o ambos agentes al sujeto. Por ejemplo, un
sujeto puede recibir una dosis inicial de oHSV e inhibidor y una segunda dosis de inhibidor solamente.

El virus oncolitico y el inhibidor de STAT1/3 pueden administrarse por una via que es, p. €j., oral, topica, parenteral,
sistémica, intravenosa, intramuscular, intraocular, intratecal, intratumoral, subcutanea o transdérmica. En ciertos
aspectos, el virus oncolitico y/o el inhibidor de STAT1/3 pueden administrarse mediante una canula, un catéter o
mediante inyeccion directa. El sitio de administracion puede ser intratumoral o en un sitio distante del tumor. La via de
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administracion a menudo dependera del tipo de cancer al que se dirige.

El régimen de dosificacion optimo o apropiado del virus oncolitico (y el inhibidor de PKR/inhibidor de la fosforilacion
de STAT 1/3) es facilmente determinable dentro de la experiencia en la técnica, por parte del médico que aplica el
tratamiento en funcion de los datos del paciente, las observaciones del paciente y varios factores clinicos, que incluyen,
por ejemplo, el tamafio de un sujeto, el area de la superficie corporal, la edad, el sexo y el virus oncolitico particular
que se administra, el momento y la via de administracion, el tipo de cancer que se trata, la salud general del paciente
y otras terapias farmacoldgicas a las que se esta sometiendo al paciente. De acuerdo con ciertos aspectos, el
tratamiento de un sujeto mediante el uso del virus oncolitico y un inhibidor de PKR y/o un inhibidor de la fosforilacion
de STAT 1/3 descrito en la presente memoria puede combinarse con tipos adicionales de terapia, como quimioterapia,
mediante el uso, por ejemplo, de un agente quimioterapéutico como etopésido, ifosfamida, adriamicina, vincristina,
doxiciclina y otros.

El oHSV y el inhibidor de STAT1/3 pueden formularse como medicamentos y composiciones farmacéuticas para uso
clinico y pueden combinarse con un vehiculo, diluyente, excipiente o adyuvante farmacéuticamente aceptable. La
formulacion dependera, al menos en parte, de la via de administracion. Las formulaciones adecuadas pueden
comprender el virus y el inhibidor en un medio estéril. Las formulaciones pueden ser formas fluidas, gel, pasta o formas
sélidas. Las formulaciones se pueden proporcionar a un sujeto o profesional médico.

Preferentemente se administra una cantidad terapéuticamente eficaz. Esta es una cantidad que es suficiente para
mostrar beneficio para el sujeto. La cantidad concreta administrada y el curso temporal de la administracion
dependeran, al menos en parte, de la naturaleza del cancer, el estado del sujeto, el lugar de administracion y otros
factores.

Ademas, en ciertos aspectos, se proporciona un método para mejorar la actividad oncolitica en una célula cancerosa
(y para prevenir la inhibicion por los macréfagos y la microglia de la actividad viral oncolitica en una célula cancerosa),
que comprende las etapas de (a) administrar un virus oncolitico a una célula cancerosa y (b) administrar un inhibidor
de la fosforilacion de STAT 1/3 en una cantidad que sea eficaz para reducir tal inhibicion mediada por la microglia o
los macréfagos de la replicacion del virus oncolitico en la célula cancerosa objetivo, tal como una célula de
glioblastoma.

En los métodos descritos en la presente memoria, el virus oncolitico y el inhibidor de PKR y/o el inhibidor de la
fosforilacion de STAT 1/3 pueden administrarse a una célula cancerosa (0 sujeto) juntos en una Unica formulacion o,
alternativamente, en serie como formulaciones separadas.

En otros aspectos de la invencion, el virus oncolitico y el inhibidor de PKR y/o el inhibidor de la fosforilacion de STAT
1/3 pueden administrarse por via intratumoral o después de la reseccioén quirargica de un tumor.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracién, y no a modo de limitacién.
Ejemplos

Ejemplo 1

La nifuroxazida posee un potente efecto antitumoral

En este ejemplo se evalla el efecto antitumoral de la nifuroxazida en diferentes células tumorales. Las células se
trataron con nifuroxazida durante 72 horas (Figura 1A). La concentracion inhibitoria al 50 % (Clso) de nifuroxazida
contra las células BTUC, 9L, SF126, U87, U373, LnCap y MCF7 fue de aproximadamente 15 uM, 27 uM, 20 uM, 20
UM, 23 uM, 5 pM y 20 uM, respectivamente. Para verificar la eficacia antitumoral de la nifuroxazida in vivo, a los
animales con implantes de tumores U87 subcutaneos se les inyecté en el peritoneo vehiculo, 1 mg/kg de nifuroxazida
y 50 mg/kg de nifuroxazida. Se observd un efecto de regresién tumoral significativo en los animales tratados con
nifuroxazida. El volumen del tumor se redujo alrededor de un 25 % y un 60 % después de 7 dias de tratamiento con
1 mg/kg de nifuroxazida y 50 mg/kg de nifuroxazida, respectivamente (Figura 1B).

Ejemplo 2
La nifuroxazida mejora la eficacia de replicacion del oHSV-1 en las células tumorales

En este ejemplo, se evalud el efecto de la nifuroxazida sobre la eficacia antitumoral de oHSV-1. Las células de glioma
tratadas infectadas con oHSV-1 se incubaron con una concentracion baja de nifuroxazida. La replicaciéon aument6 27
y 40 veces con las células U87 tratadas con nifuroxazida 0,5 pM y nifuroxazida 10 pM, respectivamente. De manera
similar, la replicacién del virus aumenté 0,8 y 4,7 veces en las células 9L tratadas con nifuroxazida 0,5 pM y
nifuroxazida 10 pM, respectivamente (Figura 2A). El titulo viral mediante PCR también confirma la mejora de la
replicacién de HrR3 dependiente de la dosis en las células de glioma U87, pero no en las células gliales normales
(Figura 2B).
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Ejemplo 3
Nifuroxazida y oHSV-1 proporcionan un efecto antitumoral sinérgico

En este ejemplo, se evalla el efecto antitumoral combinado de nifuroxazida y oHSV-1. HrR3 es un HSV-1 oncolitico
[59, 60], con una mutacién/delecion del gen ICP6 [59]. La ribonucleétido reductasa (RR) es esencial para la sintesis
de desoxirribonucledtidos, necesarios para la sintesis y replicacion del ADN viral, y esta codificada por el gen viral
ICP6. La expresion aumentada de RR de mamiferos se encuentra en la mayoria de las células que se dividen
rapidamente y los mutantes por delecién de RR (HrR3) se replican eficientemente solo en las células que compensan
la pérdida de ICP6 expresando el complemento de RR de mamiferos [61].

El efecto citotdxico individual y combinado de nifuroxazida y HrR3 se determin6 en células de glioma U87. Las Clso de
las dosis individuales de nifuroxazida y de HrR3 frente a las células U87 fueron de alrededor de 20 uM y 3,12 MOI,
respectivamente. Mientras que las Clso de las dosis de combinacion son de aproximadamente 4 uM de nifuroxazida y
una MOI de 1 de HrR3 contra las células U87 (Figura 3A). Para preguntar si esta combinacién proporciona un efecto
antitumoral  sinérgico, los datos se analizaron mediante el programa informatico Calcusyn
(http://lwww.biosoft.com/w/calcusyn.htm). Se demostré que las dosis de 0,78/3,12, 1,56/6,25, 3,12/12,5, 6,25/25 y
25/100 de HrR3/nifuroxazida son sinérgicas (Figura 3B).

Ejemplo 4
La nifuroxazida aumenta la expresion temprana inmediata del gen ICP27 de oHSV-1

En este ejemplo, se examind el mecanismo subyacente de la potenciacién de la replicacion de oHSV-1 mediada por
nifuroxazida. Se estableci6 el efecto de la nifuroxazida sobre la expresion del gen temprano inmediato viral, ICP27, e
ICP4 mediante andlisis de transferencia de Western. La baja concentracion de nifuroxazida (0,5 uM, 1 uM y 10 pM)
aumenta significativamente la expresion de ICP27, pero no la expresion de ICP4 (Figura 4A). El analisis de gRT-PCR
verifica ain mas la regulacién positiva mediada por nifuroxazida de la expresion del ARNm de ICP27 (Figura 4B).

Ejemplo 5
La nifuroxazida reduce la activacién de STAT en las células tumorales infectadas por oHSV-1

En este ejemplo, se evalué el factor celular responsable del efecto sinérgico. La expresion del regulador clave de la
sefializacion de interferon de tipo 1, STAT1 y STAT3, se determiné en células U87 infectadas con oHSV-1 tratadas
con nifuroxazida. Se observé una reduccién de la fosforilacion de STAT1 y STAT3 dependiente de la dosis mediada
por nifuroxazida en células U87 (Figura 5A). Para verificar si el inhibidor especifico de STAT3 (Stattic) también
proporciona un efecto aditivo similar con oHSV-1, se utilizé un ensayo de MTT para determinar la eficacia antitumoral
combinada de Stattic y oHSV-1. Al igual que una combinacién de nifuroxazida y HrR3, una combinacion de Stattic y
HrR3 también mostré un efecto antitumoral aditivo contra las células U87 (Figura 5B).

Ejemplo 6
Amplificacién de oHSV-1 dependiente de la dosis en tumores de glioblastoma in vivo

En este ejemplo, se evalué in vivo el efecto del aumento de la replicacion de oHSV-1. Los tumores U87 implantados
subcutdneamente se trataron con HrR3 solo o en combinacion con 50 mg/kg de nifuroxazida o 100 mg/kg de
nifuroxazida. La amplificacion de oHSV-1 dependiente de la dosis se determiné midiendo el ADN viral mediante qPCR
en la masa tumoral. Se observé un aumento de HSV-1 de 1,6 y 2,2 veces con 50 mg/kg de nifuroxazida y 100 mg/kg
de nifuroxazida, respectivamente (Figura 6A). La amplificacion de oHSV-1 mediada por nifuroxazida también se
confirmé mediante un ensayo de inmunohistoquimica en los tejidos tumorales recolectados (Figura 6B).

Ejemplo 7
Efecto sinérgico de nifuroxazida y oHSV-1 sobre las células tumorales

En este ejemplo, se evalud el efecto de nifuroxazida y oHSV-1 sobre las células tumorales. Se tratd una variedad de
tipos de células cancerosas con nifuroxazida (de 0 a 100 uM) o virus HrR3 a una MOI de 0 a 12,5 o virus KOS a una
MOl de 1 a 12,5. Se midi6 la supervivencia celular. Como se muestra en la Fig. 7A-7C, el tratamiento con nifuroxazida
caus6 mortalidad celular en todas las lineas celulares a las dosis mas altas (CT26 (carcinoma de colon colorrectal),
LL2 (carcinoma de pulmon de Lewis murino), U87 (glioma humano; B16, melanoma murino; 4T1, carcinoma mamario
murino)). Todas las lineas celulares, excepto B16, se redujeron mediante los virus KOS y HrR3.

Las células tumorales se trataron con nifuroxazida o medio. Después de la incubacion, se afiadio el virus y se incub6
adicionalmente durante 72 h (Fig. 7D) o 48 h (Fig. 7E-7G). La citotoxicidad se midi6 mediante un ensayo de MTT. Las
barras de error representan la D.E. y se indican las diferencias estadisticamente significativas. El tratamiento con
nifuroxazida y virus dio como resultado una supervivencia celular significativamente menor.

En las Fig. 7H-7K, las células se trataron con dosis variables de nifuroxazida o los virus indicados (HrR3, KOS o
VG12TR) solos 0 en combinacién durante 48 horas (7J, 7K) o 72 horas (7H). La viabilidad celular se midié mediante
un ensayo de MTT y se calcularon los valores del indice de combinacién (IC) utilizando el analisis de Chour-Talalay.
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El IC se representé frente a la fraccion afectada (Fa). Un IC de <1, IC = 1 e IC >1 representan un efecto sinérgico,
aditivo y antagonico, respectivamente. El tratamiento con nifuroxazida y virus tuvo un efecto sinérgico en todas las
células.

La Fig. 7L presenta el indice de reduccion de la dosis para una combinacién de nifuroxazida y virus HrR3 en varias
células tumorales. El IRD (indice de reduccidn de la dosis) determina la magnitud de la reduccion de la dosis permitida
para cada farmaco cuando se administra en combinacidn sinérgica, en comparacion con la concentracion de un solo
agente que se necesita para lograr el mismo nivel de efecto. Como se muestra en la tabla, el IRD varia hasta 12,9.

Ejemplo 8
Aislamiento y cultivo de microglia

Se obtuvo una rata E18 Sprague Dawley de Charles River Laboratories (Charles River, Wilmington, MA). El aislamiento
y cultivo primario de la microglia de rata se realizé de acuerdo con los protocolos habituales. En resumen, se aislaron
cortezas del cerebro de rata Sprague Dawley E18 embrionario del dia 18. Después de 30 minutos de incubacion en
tripsina/EDTA (Invitrogen, Canada), el tejido recolectado se lavé con medio de cultivo y se tritur6 en presencia de
Dnasa | (Invitrogen, Canadd). A continuacion, la suspension celular se centrifugd, se resuspendié en medio de cultivo
fresco y se sembro en placas de cultivo de 10 cm en alta confluencia. Las células de microglia se cultivaron en medio
de Eagle modificado por Dulbecco (Sigma, Canada) suplementado con suero bovino fetal al 10 % (Invitrogen, Canada),
antibidticos al 1 % (penicilina y estreptomicina) y se mantuvieron a 37 °C con CO2 al 5 %. El medio de cultivo se cambid
cada 3-4 dias. Después de 7 a 10 dias, se recogieron las microglias sacudiendo suavemente la placa con la mano un
par de veces. Finalmente, la microglia que flotaba en el sobrenadante se sembré en una placa recubierta de poli-L-
lisina. La pureza celular se analizé de forma rutinaria mediante tincién inmunocitoquimica para ITGAM (1:200; ProSci
Incorporated, CA), que es una proteina integrina especifica de la microglia.

Ejemplo 9
Cultivo de células

Las células U87 (GBM humano) y las células Vero (rifiédn de mono verde africano) se obtuvieron de la American Type
Culture Collection (ATCC, Manasas, VA). Las células BV2 (microglia de ratén) fueron proporcionadas amablemente
por la Universidad de Manitoba. Todas las células se mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10% y antibiéticos al 1% (penicilina y estreptomicina). Todos los cultivos
se mantuvieron a 37 °C con CO:2 al 5%.

Ejemplo 10
Ensayo de replicacion viral

El virus G207 se obtuvo de NeuroVir Therapeut Inc. (San Diego, CA). Las células U87 (5x10%) solas o con el nimero
indicado de células de microglia en cocultivo se incubaron durante la noche con medio de cultivo completo (DMEM
con FBS al 10 % y antibiotico al 1 %). Las células se infectaron al dia siguiente con el virus G207 a una multiplicidad
de infeccion (MOI) de 1. La infecciéon con el virus y el tratamiento se mantuvieron en medio DMEM sin FBS ni
antibiético. Los virus se recogieron después de 2-4 dias después de la infeccion. Después de tres ciclos de congelacion
y descongelacion, los virus se titularon en células Vero mediante un ensayo de placas estandar en placas de 12
pocillos por triplicado.

Ejemplo 11
Efecto de los farmacos y reactivos sobre la replicacion viral

Se sembraron U87 (5x10%) solo o U87 + cocultivo con microglia (5x10* + 5x10%) o células de microglia BV2 (5x10%)
solas en una placa de 24 pocillos. Después de la incubacién durante la noche (para permitir que las células se
adhieran), las células se pretrataron con la concentracion indicada de inhibidor de NFkB, Bay-11 (Santa Cruz, Canada)
0 una concentracion indicada de derivado de imidazolo-oxindol C16 (Milipore, Canada) o vehiculo durante 1-2 horas.
A continuacion, las células se infectaron con el virus oHSV-1 (G207 o HrR3) a una MOI de 1 en presencia de
inhibidores quimicos durante otros 2 dias. Los virus se recogieron y se titularon en células Vero mediante un ensayo
de formacion de placas en placas de 12 pocillos por triplicado.

Ejemplo 12
Transferencias de Western

La proteina total se recogié con tampdn de muestra (Tris-HCI 125 mM, 50 % de glicerol, 4 % de azul de bromofenol y
5 % de 2-mercaptoetanol) y se hirvié durante 5 minutos. Las muestras de proteina se sometieron a SDS-PAGE (gel al
8 %), se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se bloquearon en leche descremada al 5 % (Bio Rad) en TBS-
Tween 20 (TBS-T) durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, las membranas se incubaron con anticuerpo
primario contra -actina a 1:1000 (Cell Signaling, Danvers, MA) o anticuerpo anti-STAT1 a 1:1000 (Cell Signaling,
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Danvers, MA) o anticuerpo anti-STAT3 a 1:1000 (Cell Signaling, Danvers, MA) o anticuerpo anti-fosfo STAT1 (Tyr701)
a 1:1000 (Cell Signaling, Danvers, MA) o anticuerpo anti-fosfo STAT3 (Tyr705) a 1:1500 (Cell Signaling, Danvers, MA)
0 anticuerpo anti-fosfo-elF2a (ser51) a 1:1000 (Cell Signaling, Danvers, MA) o anticuerpo anti-ICP27 a 1:1000 (Abcam,
Cambridge, MA) o anticuerpo anti-ICP4 a 1:750 (Abcam, Cambridge, MA) durante la noche a 4 °C. Las membranas
se lavaron al dia siguiente con TBS-T tres veces y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente a 1:3000
(Perkin Elmer, Boston, MA), durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron con TBS-T tres veces
antes de la visualizacion usando el reactivo ECL (Perkin Elmer, Boston, MA) y el sistema de formacion de imagenes
VersaDoc (Bio-Rad). La densidad de las bandas se midi6 utilizando el programa informatico ImageJ (NIH, Bethesda,
MD).

Ejemplo 13
Extraccion de ARN y RT-PCR

Se infectaron células U87 y de microglia BV2 con oHSV-1 a una MOI de 1. Se aisl6 el ARN total 24 horas después de
la infeccidn a partir de las células BV2 o U87 usando un reactivo de Triazol (Invitrogen, Canada). La RT-PCR se realiz6
usando PCR en tiempo real de una etapa usando KAPA SYBR® FAST One-Step qRT-PCR Universal (D-MARK
Biosciences, Canada) siguiendo el protocolo del fabricante. EIl ADNc se amplificé utilizando los cebadores enumerados
a continuacion, los resultados se expresaron como 2-AACT vy se utilizé B-actina para la normalizacion.

Gen Cebador SEQ ID
ICP4 directo SEQ ID N°:1
ICP4 inverso SEQ ID N°:2
PCI27 directo SEQ ID N°:3
PCI27 inverso SEQ ID N°:4
B-actina directo SEQ ID N°:5
B-actina inverso SEQ ID N°:6
ICP8 directo SEQ ID N°:7
ICP8 inverso SEQ ID N°:8
CG directo SEQ ID N°:9
CG inverso SEQ ID N°:10
VP5 directo SEQ ID N°:11
VP5 inverso SEQ ID N°:12

Ejemplo 14
Tincion de B-galactosidasa

Las células sembradas en portaobjetos de camara de 8 pocillos se infectaron con el virus G207, y las células infectadas
de manera simulada se consideraron el control. Después de 24 horas tras la infeccién, las células se fijaron utilizando
una disolucién de glutaraldehido al 0,5%. Las células fijadas se lavaron dos veces con PBS y luego se incubaron con
1 mg/ml de disolucién de X-gal (Sigma, Canada) diluida con disolucion de tincion de X-gal (KsFe(CN)s 5 mM, KaFe(CN)s
5 mM y MgClz 2 mM) a 37 °C durante una hora. A continuacion, las células teflidas se visualizaron y se tomaron
imagenes utilizando un microscopio éptico.

Ejemplo 15
Ensayo de proliferacion celular

Las células se sembraron en una placa de 96 pocillos a una densidad de 1x10* (U87). Después de la incubacion
durante la noche, las células se trataron solo con vehiculo o a la MOI indicada de virus o a la concentracion indicada
de farmacos o reactivos. Después de 2 a 3 dias de tratamiento, se midio la viabilidad celular mediante el ensayo de
MTT (Sigma, Canadd) segun las instrucciones del fabricante. En resumen, las células se incubaron con disolucion de
MTT durante 3 horas a 37 °C y luego se incubaron con tampon de lisis. Después de una incubacion durante la noche
con tampon de lisis, se midio la viabilidad celular a 595 nm usando un lector de placas (lector Envision 2103 Multilabel,
Perkin Elmer).

Ejemplo 16

Modelo de xenoinjerto de U87.
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Se obtuvieron ratones desnudos atimicos hembra de 5 a 6 semanas de edad de Harlon Laboratories. Se implantaron
subcutaneamente células U87 de glioma humano en el flanco inferior. Cuando el tamafio del tumor alcanz6 ~75 a 100
mm?3, se administré vehiculo o C16 (5 mg/kg) por via intraperitoneal (IP). 2 dias (Figura 14) o 4 dias (Figura 15) después
de la administracion inicial de C16, se inyectaron intratumoralmente vehiculo o oHSV-1. A continuacion, se midié el
volumen del tumor utilizando un calibre (alto x largo x ancho/2). Al final del experimento, los ratones se sacrificaron
usando asfixia con COsz.

Ejemplo 17
Extraccion del ADN de tejidos y gqPCR

Se extrajo el ADN de tejidos tumorales fijados con paraformaldehido al 4% utilizando un kit de ADN tisular EZNA
(Omega Bioteck). Los ADN extraidos se sometieron a analisis mediante gPCR utilizando la mezcla maestra Syber
Green (Invitrogen, Canada) complementada con cebadores de ICP27 representados por SEQ ID N°: 13 (directo) y
SEQ ID N°: 14 (inverso); y cebadores de B-actina representados por SEQ ID N°: 15 (directo) y SEQ ID N°: 16 (inverso).
La amplificacion se realizé con el aparato de gPCR Quanstudieo 6 Flex (Applied Biosystems, Canada).

Ejemplo 18
Inmunohistoquimica

Los tumores recolectados se sometieron a corte con un criostato después de fijarlos durante 24 horas con
paraformaldehido al 4%. Los tejidos se fijaron durante 24 horas con paraformaldehido al 4 %, seguido de 72 horas de
incubacién con sacarosa al 30 %. A continuacion, los tejidos se incluyeron en OCT (Sakura fabric tek), se cortaron
(20 um) con un criostato (Leica CM 3050 S) y se colocaron en portaobjetos de microscopio
Fisherbrand™ Superfrost™ Plus (Fisher Scientific, Canadd). Luego, los portaobjetos se lavaron con PBS, se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,125 % durante 5 minutos y se incubaron con suero de cabra al 5 % (SantaCruz,
Canada) durante una hora para bloquear la unién inespecifica. A continuacién, las células se incubaron durante la
noche con anticuerpo anti-HSV-1 a 1:50 (Abcam, Cambridge, MA) o con anticuerpo anti-f4/80 a 1:50 (Abcam,
Cambridge, MA) a 4 °C. Al dia siguiente, después de tres lavados con PBS, los cortes se incubaron con anticuerpo
secundario de cabra anti-IgG de conejo Alexa Fluor 488 o anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de rata Alexa Fluor
568 a 1:500 (Invitrogen, Canadd) durante una hora a temperatura ambiente. Después de tres etapas de lavado, los
cortes se montaron con Dapi fluromount G (Electron Microscopy Sciences) y se visualizaron y se tomaron imagenes
usando un microscopio confocal (Olympus, Canada).

Ejemplo 19
Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos a los que se hace referencia en la presente memoria se realizaron con SPSS 18 o Microsoft
Excel y la significacion (P <0,05) se determiné mediante el uso de la prueba T para muestras independientes o se
determind la significacion P <0,001, P <0,01 o P <0,05 mediante una prueba t de Student bilateral, respectivamente.
Los datos descritos en estos Ejemplos se expresan como la media £ D.E. o + E.E.

Ejemplo 20
La presencia de la microglia dificulta la eficacia oncolitica del oHSV-1 frente a las células U87

Se determind la eficacia de la replicacion de G207 en las células U87 usando un ensayo de crecimiento viral de una
etapa (Ejemplos 8 y 9). Los resultados se muestran en la Figura 14A. El efecto antiproliferativo de G207 se evalud
mediante un ensayo de MTT. Se observo un efecto antiproliferativo dependiente de la dosis y se observo la Clso para
G207 a una MOI = 1 después de 72 horas de infeccion (Figura 14B). Los resultados confirmaron que G207 puede
replicarse efectivamente en las células U87, lo que da como resultado una lisis celular significativa. Luego se midio el
crecimiento de G207 en las células U87 en presencia de diferentes cantidades de microglia. La adicién de células de
la microglia en el cultivo de U87 inhibio la replicacion de G207 de manera dependiente de la dosis. La replicacion de
G207 se redujo en un 50 % y casi un 100 % mediante la adicion de 6,25x10% y 1x10° células de la microglia en los
cultivos de U87 (5x10%), respectivamente (Figura 9C). Para confirmar atn mas que la inhibicion del crecimiento de
0HSV-1 mediada por la microglia no es especifica de la cepa, se probaron diferentes cepas de HSV-1, incluidas hRr3
(ICP6 mutado), b17-TK (un mutante TK-) y KOS (tipo natural). Se observo una inhibicion de la replicacion viral similar
entre todas las cepas de HSV-1 analizadas (Figura 9D).

Ejemplo 21
La microglia forma una barrera de replicacion para prevenir la diseminacion del oHSV-1

También se considerd si oHSV-1 puede infectar y replicarse en la microglia. Tanto las células microgliales de cultivo
primario de roedores como la microglia BV2 infectada con G207 mostraron tincién con LacZ, lo que indica que el virus
puede entrar en la célula y expresar el gen indicador portado por el virus (Figura 10A). La cuantificacion de LacZ en
las células BV2 infectadas con oHSV-1 demostré que la expresion de LacZ dependia de las MOI de la infeccion por
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G207 (Figura 10B). La infeccion por HSV-1 dependiente de la concentracion en las células microgliales también se
observo mediante la expresion de la proteina fluorescente verde (GFP) a partir de un HSV-1 deficiente de replicacién
(datos no mostrados). Sin embargo, el ensayo de crecimiento de G207 en las células de la microglia de rata cultivadas
primarias y las células BV2 mostré que G207 no pudo producir su progenie en la microglia (Figura 10C). Estos
resultados sugieren que el virus es internalizado por la microglia, pero su replicacién no es compatible (es decir, que
los oHSV-1 son capaces de internalizarse en la microglia, pero no pueden replicarse en ella).

Ejemplo 22
Perfil de expresion génica de oHSV-1 en las células de la microglia BV2

Para revelar el mecanismo por el cual se previene la replicacion de HSV-1 en las células microgliales, se midieron los
niveles de transcripcion de un panel de genes virales en células de glioma (U87) y de microglia (BV2) (Ejemplo 13).
Los genes virales incluyeron ICP4, ICP27, ICP8, VP5 y Glicoproteina C (gC), que representan genes tempranos
inmediatos, tempranos y tardios, respectivamente. Los resultados cuantitativos de RT-PCR mostraron que la
transcripcion de ICP27, ICP8, VP5 y gC, pero no de ICP4, se inhibi6 significativamente en las células BV2 en
comparacion con U87 (Figura 11).

Ejemplo 23
C16 supera la barrera de replicacién de oHSV-1 mediada por la microglia.

Se ensayaron los efectos de un inhibidor de PKR (C16), un inhibidor de NFkappaB (Bay11) y un inhibidor de iNOS
(clorhidrato de aminoguanidina) sobre la replicacion de G207 en las células BV2 (Ejemplo 15). El tratamiento con 1y
10 uM de C16 mejoro significativamente la replicacion 9 veces y 8 veces, respectivamente (Figura 12A). Sin embargo,
Bayl1y el clorhidrato de aminoguanidina no tuvieron efecto sobre la replicacion de oHSV-1 en las células BV2 (Figura
12A). Ademas, C16 (pero no Bayl11 ni clorhidrato de aminoguanidina) estimulé la expresion de ICP4 e ICP27 en 1,8y
25 veces, respectivamente (Figura 12B). Para verificar que el aumento transcripcional del gen viral mediado por C16
no se debe a deleciones en ICP34.5 y/o ICP6 en G207, también se examind el efecto de C16 sobre las células BV2
infectadas con HSV-1 de tipo natural (KOS) y mutado en ICP6 (HrR3). El tratamiento con C16 también aumentd la
expresion de ICP27 en las células BV2 infectadas con KOS y HrR3 (Figura 12C). Finalmente, se examiné si C16
puede superar esta inhibicién de la replicacion viral mediada por la microglia en las células de glioma. Como se
muestra en la Figura 12D, la replicacion viral de G207 aumenté en un 33 % en los cocultivos de glioma-microglia
tratados con C16.

Ejemplo 24
Rescate de oHSV-1 con C16 en células microgliales inhibiendo la activacion de STAT 1y STAT 3

Como se muestra en la Figura 13, también se demostrdé que C16 inhibe significativamente la estimulaciéon de pSTAT1
(Tyr701) y pSTAT3 (Tyr705) inducida por oHSV-1 en las células de la microglia BV2, independientemente del estado
de fosforilacién de elF2a. En conjunto, se estimuld el nivel de expresion de STAT 1, pero no de STAT 3, en las células
microgliales infectadas con G207 y también se redujo después del tratamiento con C16. También se demostré que
C16 causa la inhibicién de la fosforilacion de STAT 1/3, como se confirmé en las células BV2 tratadas con LPS (Figura
16).

Ejemplo 25

C16 facilita selectivamente la replicacion de oHSV-1 en un xenoinjerto de glioma al superar las barreras de macréfagos
asociados a tumores

Para demostrar que el efecto de C16 puede traducirse en una mayor eficacia de la replicacion intratumoral de oHSV
in vivo, se inyectd C16 en animales que tenian tumores U87 implantados subcutdneamente que recibieron oHSV-1
intratumoralmente (Ejemplo 16). La administracion de C16 mejor6 significativamente el titulo de oHSV-1 en la masa
tumoral, medido por el numero de copias de ADN viral usando qPCR (Figura 14A). El analisis inmunohistoquimico
(Ejemplo 18) demostr6 un mayor numero de células HSV-1 replicables en los animales cotratados con oHSV-1y 5
mg/kg de C16, en comparacion con los tratados con oHSV-1 solo. Ademas, se observaron numerosas células con una
localizacién conjunta de HSV-1 y marcadores de macrofagos en los animales cotratados con oHSV-1 y C16 pero no
con oHSV-1 solo, lo que indica una mayor replicacion viral en los macréfagos después del tratamiento con C16 (Figura
14B).

Ejemplo 26
C16 mejora significativamente la regresién del xenoinjerto de glioma humano

Finalmente, se examind si la carga de oHSV-1 mejorada mediada por C16 en el tumor es capaz de aumentar la
oncdlisis antitumoral. Como se muestra en la Figura 15A, el tamafio del tumor del grupo de tratamiento combinado
con C16 (5 mg/kg) y oHSV-1 se redujo 9,3, 8,2 y 6 veces en comparacion con el tratamiento con vehiculo, C16 soloy
0HSV-1 solo, respectivamente, a los 50 dias tras la implantacién del tumor. Ademas, el titulo viral mediante gqPCR
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(Ejemplo 17) en diferentes 6rganos de los animales tratados con la combinacién de C16 y oHSV-1 demostré que los
virus estaban restringidos solo en los tumores sin diseminarse al higado, cerebro y tracto gastrointestinal (Figura 15B).
El andlisis de Kaplan-Meier también reveldé una mayor supervivencia del tratamiento combinado con C16 y oHSV-1
(Figura 15C).

Ejemplo 27
Inhibicién de STAT mediante la combinacion de NF y oHSV-1

NF es un inhibidor conocido de STAT1 y STAT3. Para evaluar el mecanismo molecular subyacente del efecto
antitumoral de la combinacién de NF y oHSV-1, se determiné el estado de STAT1 y STAT3 en células U87 (Figura
19A) y células CT26 (Figura 19B) después de un tratamiento nocturno con NF y virus oncoliticos.

NF provoc6 una inhibicion dependiente de la dosis de la fosforilacion de STAT1/3. NF también inhibi6 eficazmente la
estimulacion inducida por HrR3 de la fosforilacion de STAT1/3 en tanto en células U87 (Figura 19A) como en células
CT26 (Figura 19B). Sorprendentemente, a pesar del hecho de que la infeccion por HrR3 elevd la fosforilacion de
STAT1/3 en las células U87, una combinacion de dosis altas de NF y HrR3 (NF 50 uM y HrR3 a una MOI de 6,25)
redujo la fosforilacion de STAT1/3 a un nivel incluso inferior al observado con NF solo (Figura 19A). Sin embargo, se
encontré que el aumento de la fosforilacién de STAT1/3 mediado por la infeccién por HSV-1 dependia del tiempo, ya
que la fosforilacion de STAT1/3 se reduce gradualmente con el tiempo (datos no mostrados).

Para confirmar ain mas que NF es capaz de inhibir la activacion de STAT in vivo, se trataron tumores U87 implantados
subcutaneamente con HrR3 solo o en combinacién con 50 mg/kg de NF o 100 mg/kg de NF. Los niveles de expresion
de STAT1/3 fosforilado en los tejidos tumorales recogidos se midieron mediante transferencia de Western. Aunque no
se detectd pSTATL1 en el tejido tumoral, fue evidente que la fosforilacion de STAT3 aumentd en la masa tumoral tratada
con HrR3 solo. De nuevo, la estimulacion inducida por el virus de pSTAT3 fue inhibida de una manera dependiente de
la dosis por la combinacién del virus con NF inyectada i.p. (Figura 19C).

Ejemplo 28
Efecto antitumoral de oHSV-1 y NF in vivo

Se traté a ratones BALB/C con tumores CT26 (cancer de colon) con una dosis Unica del virus HrR3 (0HSV-1) (2 x
107 UFP) o vehiculo y se les administraron inyecciones peritoneales diarias de 50 mg/kg de NF sola o en combinacién
con el virus HrR3 (5 ratones en cada grupo). Se midié el tamafio del tumor usando calibres (longitud x altura x
anchura/2). Los datos son las medias * E.E. y las diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento con
la combinacién de NF y oHSV-1, NF solo y oHSV-1 solo se indican mediante el valor de p, * P <0,05.

Se observo una mayor regresion tumoral con la combinacién en comparacion con el tratamiento con NF o HrR3 solos.
En el dia 23 después de la implantacién del tumor, se observé una regresién del tumor 2,2 veces y 1,9 veces mayor
en los ratones tratados con NF mas oHSV-1 en comparacion con los ratones tratados con oHSV-1 solo o NF sola,
respectivamente (Figura 20).

Ejemplo 29
Seguridad de oHSV-1 y NF in vivo

Se evalué la seguridad de la combinacion de NF y oHSV-1. Se prepar6 el ADN total del tumor, cerebro, higado y tracto
gastrointestinal (TG) y se sometio a analisis de qPCR para medir la cantidad de ADN viral.

Como se esperaba, se detectaron niveles igualmente altos de ADN de HSV-1 en los tumores tratados con HrR3 con
o sin NF. Mientras que los niveles de ADN viral fueron casi indetectables en el higado y TG con o sin NF, se detectd
un nivel notable en los cerebros de los animales tratados con HrR3 solo, y el nivel fue casi 10 veces menor cuando el
virus se combiné con NF (Figura 21A). En los 5 ratones tratados con HrR3 (2 x 107 UFP) solo, se sacrificd un ratén
debido a la toxicidad relacionada con el virus. No se observd toxicidad en los ratones tratados con la combinacion de
NF y HrR3. Ademas, cuando a dos ratones se les inyect6 por via intratumoral una dosis alta de HrR3 (1 x 108 UFP),
ambos ratones mostraron signos de toxicidad grave por HSV-1 (paralisis de la pata trasera o inmovilidad) y fueron
sacrificados inmediatamente. Por otro lado, HSV-1 no tuvo ningun efecto toxico en los ratones tratados con HrR3 a la
misma dosis alta cuando se administré en combinacion con NF (datos no mostrados).

Para confirmar aun mas que la seguridad no se ve comprometida por NF en la combinacion, se midi6 el peso corporal
de los animales en varios momentos del tratamiento. El peso corporal neto no fue significativamente diferente en los
ratones tratados con la combinacion de NF y HrR3 en comparacion con el tratamiento con vehiculo o agente Unico
(Figura 21B). Estos datos indican que NF en combinacion con HrR3 no comprometié la seguridad e incluso redujo la
toxicidad del HSV-1 en el cerebro.
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REIVINDICACIONES

1. Un virus oncolitico y un inhibidor de STAT1/3 para el uso en un método de tratamiento del cancer, que
comprende la administracion simultanea o secuencial del virus oncolitico y un inhibidor de STAT1/3, en el que dicho
inhibidor es nifuroxazida, C16, o un derivado o analogo de los mismos.

2. Un virus y un inhibidor para el uso segun la reivindicacion 1, en el que el cancer es un cancer de higado,
cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de cerebro, cancer de colon, cancer de pulmdn o cancer de prostata.

3. El virus y el inhibidor para el uso de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que el virus oncolitico es el
virus del herpes simple y, opcionalmente, el HSV-1,

particularmente en el que el virus tiene un gen defectuoso de la ribonucleasa reductasa viral y, opcionalmente, un gen
ICP34.5 por lo demas intacto.

4, Un virus y un inhibidor para el uso segun la reivindicacion 3, en el que el gen ICP6 estd modificado de tal
manera que el gen ICP6 es incapaz de expresar un producto funcional del gen ICPS6,

o en el que el virus del herpes simple oncolitico es la cepa HrR3, la cepa 17 del HSV-1, la cepa F del HSV-1, la cepa
JS-1, o la cepa HG52 del HSV-2.

5. Una composicién farmacéutica que comprende un virus oncolitico, un inhibidor de STAT1/3 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, en la que dicho inhibidor es nifuroxazida, C16, o un derivado o analogo de los mismos.

6. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 5, en la que el virus oncolitico es un virus del herpes simple
oncolitico,

particularmente en la que el virus tiene un gen defectuoso de la ribonucleasa reductasa viral y, opcionalmente,
un gen ICP34.5 por lo demas intacto,

y/o en la que el gen ICP6 estd modificado de manera que el gen ICP6 es incapaz de expresar un producto
funcional del gen ICP6.

7. Un kit que comprende una cantidad predeterminada de un virus oncolitico y una cantidad predeterminada de
un agente quimioterapéutico, donde el agente quimioterapéutico es un inhibidor de STAT1/3, donde dicho inhibidor es
nifuroxazida, C16, o un derivado o analogo de los mismos.

8. El kit segun la reivindicacion 7, en el que el kit comprende una cantidad predeterminada de virus del herpes
simple oncolitico y una cantidad predeterminada de agente quimioterapéutico, en el que el agente quimioterapéutico
es un inhibidor de STAT1/3, en el que dicho inhibidor es nifuroxazida, C16, o un derivado o analogo de los mismos.

9. Un virus oncolitico y un inhibidor de STAT1/3 para el uso en un método para mejorar la eficacia de una
viroterapia oncolitica, que comprende las etapas de:

(a) administrar el virus oncolitico a un sujeto; y

(b) administrar el inhibidor de STAT1/3 en una cantidad que es eficaz para reducir la inhibicion mediada por la
microglia o los macréfagos de la replicacion del virus oncolitico, en el que dicho inhibidor es nifuroxazida, C16, o
un derivado o analogo de los mismos.

10. El virus y el inhibidor para el uso de la reivindicacion 9, en el que el virus oncolitico y el inhibidor de STAT1/3
se administran juntos,

o en el que el virus oncaolitico y el inhibidor de STAT1/3 se administran en serie.
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