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RESUMEN

Los reovirus son relevantes en la terapia oncologica actual gracias a su capacidad litica en células Ras-activadas. Se
revisaron documentos expuestos en las reuniones de ASCO y Oncolytics, asi como publicaciones disponibles en la base
de datos de Clinical Cancer Research. Estudios preclinicos han revelado la asociacion de Ras-GTP a tumores humanos,
v la susceptibilidad de células neoplasicas in vitro, in vivo y ex vivo. Tres ensayos clinicos de Fase Il demostraron
la seguridad, eficacia y tolerabilidad en el uso de Reovirus. La combinacion Reovirus-Radioterapia, a bajas y altas
dosis, aumenta sinérgicamente la citotoxicidad en tumores metastasicos con un control de la enfermedad del 93%. La
combinacion Reolysin-Paclitaxel-Carboplatino en cancer de cabeza y cuello ha justificado el avance a Fase I1I. Debido
a la elevada tasa de mortalidad relacionada a metastasis, la biodisponibilidad de Reovirus via intravenosa debe ser
mejorada a través del preacondicionamiento del huésped inmunocompetente con deplecion Treg.
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ABSTRACT

Reoviruses are relevant in current cancer therapy through its lytic capacity in Ras-activated cells. We reviewed scientific
material presented in the meetings of ASCO and Oncolytics, as well as publications available in the Clinical Cancer
Research database. Preclinical studies have revealed the association of Ras-GTP in human tumors, and neoplastic cell
susceptibility in vitro, in vivo and ex vivo. Three clinical trials of Phase Il demonstrated the safety, efficacy, and tolerability
in the use of Reovirus. The Reovirus-radiotherapy combination, at low and high doses, increases synergistically the
cytotoxicity in metastatic tumors, with a disease control of 93%. The Reolysin-Paclitaxel-Carboplatin combination in
head and neck cancer has justified the progression to Phase III. Due to the high death rate related to metastasis, the
bioavailability of intravenous Reovirus must be improved through the preconditioning of the immunocompetent host
with Treg depletion.
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INTRODUCCION

Los reovirus poseen un genoma de 10 segmentos
de ARN bicatenario, son icosaédricos, pequefios, no
envueltos. ?¥ Denominados virus oncoliticos, son
autorreplicantes y tumor-selectivos. 34
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Frecuentemente aislados del aparato respiratorio y
gastrointestinal, los reovirus son considerados benignos.
@56 Solo generan infeccion litica en células que posean
la proteina Ras activada (Ras-GTP) (689 por mutacion
directa y por sobreexpresion o transactivacion del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). 19



Reovirus, Adyuvante en Células Neoplasicas Ras-activadas y

Refractarias al Tratamiento.
Ruiz-Cabezas JC, Rivera A.

MEDICINA

Los reovirus representan una terapia oncolitica debido
a que el 30%-40% de todos los tumores poseen Ras-GTP
@34 siendo prevalentes en cancer pancreatico,
colorrectal, tiroideo, pulmonar, ovarico, leucemia

mieloide y meduloblastoma.

Para muchos tumores la radioterapia es curativa, ya
sea como agente unico o en combinacién con
quimioterapia radiosensibilizante. Para otro tipo de
tumores, la radioterapia es adyuvante después de la
reseccion quirurgica. Recientemente se ha determinado
que la resistencia y el fracaso en la radioterapia estan
relacionados a sobreexpresion del EGFR y a la
fosforilacién de la proteina quinasa B (Akt). ©

Esta revision detalla la prevalencia de Ras-GTP en
tumores humanos, las bases moleculares de la terapia
oncolitica con reovirus, los resultados de ensayos
preclinicos y clinicos, asi como su eficacia adyuvante en
quimio-radioterapia, a fin de proveer al personal médico
una referencia objetiva de las ventajas de la Terapia
Oncolitica Reoviral.

METODOLOGIA

La seleccion de informacion se realizé en base a los
referentes probados mas representativos a nivel mundial,
a partir de fuentes primarias u originales, esto incluye
reuniones del American Society of Clinical Oncology —
ASCO, conferencias dictadas por Oncolytics, y
publicaciones en revistas cientificas obtenidas a través de
la base de datos de Clinical Cancer Research, EMBO
Journals, PNAS, Molecular Cancer Therapy, Journal of
Inmunology, y Journal of Clinical Oncology,
relacionadas al tema objeto de esta revision.

Los términos de busqueda utilizados fueron:
Reovirus, Reolysin y Oncolytics. Se excluyeron articulos
de revision e investigaciones realizadas con otros tipos
de virus oncoliticos.

Se analizaron articulos originales publicados en la
ultima década y estudios anteriores dada su relevancia
cientifica en concordancia con el desarrollo de la terapia
oncolitica mediante reovirus, incluyendo publicaciones
que detallan las vias moleculares implicadas en el
proceso de infeccion viral, asi como estudios que
evidencian la eficacia del tratamiento reoviral en
modelos animales y ensayos clinicos en humanos de
manera Unica y en combinacién con quimioterapia o
radioterapia.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Prevalencia de Ras-GTP en tumores humanos

Existen diferencias en cuanto a la expresion prenatal
y posnatal de los genes ras, y en ciertos tejidos adultos se
expresan preferentemente uno u otro miembro de la
familia. En particular, las mutaciones del gen K-ras se
encuentran en el 80%-90% de canceres pancreaticos, en
40%-50% de carcinomas colorrectales, en 25-40% de
seminomas, y en 18-30% de neoplasias hematopoyéticas
de origen micloide (K- y N-ras). Hasta 60% de canceres
de vesicula biliar poseen activacion Ras, 50% de tumores
tiroideos, hasta 48% de canceres de ovario, 24% de
canceres de pulmoén, y 30-50% en cancer de piel no
melanoma (H-ras); en otros tumores, un gen ras mutante
se encuentra en una frecuencia mas baja: por ejemplo, en
el carcinoma de mama (0-12%, K-ras), glioblastoma y
neuroblastoma (0 - 10%, K- y N-ras). %

Adicionalmente, el 90% tanto de canceres pulmonares
de células no pequefias (NSCLC) como de cabeza y
cuello poseen sobreexpresion de EGFR, el 25%-30% de
canceres mamarios posee incremento de c-ErbB2 y en
glioblastomas del receptor-b del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGFR-b) y/o del EGFR. ©

Bases moleculares de 1a Terapia Oncolitica Reoviral

Los reovirus humanos poseen como receptor celular
el acido sialico, un hecho que les permite unirse a la
mayoria de las células de mamiferos. Sin embargo, ni la
unidn ni la internalizacion del virus asegura un resultado
productivo.

Se han definido tres serotipos de reovirus (tipo 1
Lang; tipo 2 Jones; tipo 3 Abney, y tipo 3 Dearing) en
base a su neutralizacion por anticuerpos y su actividad
inhibitoria hemaglutinante. )

Las células normales y las neoplasicas manifiestan
diferentes niveles de sensibilidad a la infeccion reoviral.
Preferentemente infecta y lisa las células tumorales con
Ras-GTP adquirido por mutaciones activadoras del Ras,
o por alteraciones de los elementos anterogrados o
retrogrados de su via de activacion, tales como
sobreexpresion del EGFR, del PDGFR-b, y del ¢-ErbB2,
asi como activacion de Src, Sos-1 (son of sevenless
homolog 1), Sos-2 (son of sevenless homolog 2), entre
otros. **7)
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Las células no transformadas son relativamente
resistentes a la infeccion reoviral. “*%*) En respuesta a
las infecciones virales el huésped utiliza para su defensa
la apoptosis; sin embargo, los virus poseen la capacidad
de bloquearla. En la apoptosis innata el bloqueo ocurre a
tres niveles: activacion de PKR, inhibicion de la alteracion
de la membrana mitocondrial, e inactivacion de p53. "

Resistencia a la infeccion Reoviral:
Activacién de PKR.

Tanto en las células no transformadas (reovirus-
resistentes) y EGFR-, Sos-, o Ras- transformadas
(reovirus sensibles), se procede normalmente a la unién
reoviral, internalizacién, pérdida de la envoltura y a la
transcripcion temprana de los genes virales. En el caso
de las células no transformadas, las estructuras
secundarias en la transcripcion viral temprana
inevitablemente desencadenan la activaciéon de PKR
citosdlica, permitiendo la fosforilacion del factor de
iniciacién de la traducciéon (elF-2a), el cual provoca el

Reovirus

attachment
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detenimiento del ciclo celular y la inhibicion de la
traduccion de genes virales, asi como la sintesis de 6xido
nitrico mediado por el factor de transcripcidon nuclear
Kappa B (NF-kB). 7 En el caso de las células EGFR-,
Sos-, 0o Ras- transformadas, la fosforilacion de PKR es
prevenida o revertida por Ras o uno de sus elementos
intermedios, lo que permite la traduccion de genes
virales. La accion de Ras (o un elemento intermedio)
para promover la traduccién de genes virales (y por lo
tanto, la infeccion por reovirus) en las células no
transformadas pueden ser imitadas por la eliminacién del
gen Pkr o bloqueando la fosforilacion de PKR con 2-
amiunopurina (2-AP). © (Fig. 1)

El aumento de PKR y &xido nitrico reduce la
actividad de las células Natural Killer (NK) y de los
linfocitos T, evitando la destruccion de las células sanas
infectadas con reovirus. Ademas, se ha reportado que las
NK son altamente citotdxicas contra ErbB2 expresado en
células cancerosas sin afectar a células normales. "
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Fig. 1. Base molecular de la oncoélisis reoviral: Usurpacion de la via de sefializacién Ras en la célula huésped.
Fuente: Strong et al. The molecular basis of viral oncolysis. EMBO Journal, 1998.

Susceptibilidad a la Oncélisis Reoviral:
Via Ras/RalGEF/p38.

La replicacién reoviral en células Ras-transformadas
depende de la sefializacion RalGEF. Las otras dos vias
sefializadoras posteriores al Ras (Raf y PI3K) no parecen
estar involucradas en este proceso. Esta aseveracion esta
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respaldada por el uso de mutantes del dominio efector
Ras, que revelaron una preferencia a los reovirus en la
linea celular que expresa el mutante RasV12G37
(RalGEF+, no-Raf, no-PI3K) sobre las lineas celulares
con RasV12C40 (PI3K +, no-RalGEF, no-Raf) y
RasV12S35 (Raf +, no-PI3K, no-RalGEF).  (Fig. 2)
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Fig. 2. Vias efectoras Ras en la susceptibilidad reoviral.
Infeccion de fibroblastos embrionarios de raton (NIH-3T3) con
mutaciones en las vias Ras, PI3K, RalGEF y Raf.

Fuente: Norman et al. Reovirus oncolysis: The
Ras/Ral/GEF/p38 pathway. PNAS, 2004.

Ras y RalGEF han sido implicados en la activacion de
la proteina quinasa activada por estrés, p38. EIl
tratamiento de células susceptibles con el inhibidor p38,
SB203580, bloquea potentemente la infeccion reoviral.
La activacion p38 ha sido reportada en NSCLC y polipos
coldnicos, asi como en la progresion folicular a difusa
del linfoma B de célula grande. ®

RalA se requiere para la proliferacion de anclaje-
independiente de las células transformadas; por el
contrario, RalB es indispensable para prevenir que las
células transformadas inicien la apoptosis. De esta
manera, las isoformas Ral colaboran en el mantenimiento
de la transformacion oncogénica mediante la
proliferacién tumoral y sefiales de supervivencia. 'V

Aumento de la actividad antitumoral: Natural Killer.

Generalmente la biodisponibilidad de los reovirus
estd disminuida por los anticuerpos antireovirales. En el
estudio preclinico realizado por Kottke y cols. en 2009 se
demostré que el preacondicionamiento del huésped
murino con la deplecién de linfocitos T reguladores
(Treg) e IL-2 aumenta la localizaciéon de reovirus en
tumores establecidos al ser administrados por via
intravenosa (i.v.). La IL-2 expande la actividad (por
deplecion de Treg) de las NK, lo que promueve el
aumento de la replicacién, difusion, y oncolisis reoviral.
Ademas, IL-2 es capaz de inducir el sindrome de fuga
capilar, lo que aumenta la biodisponibilidad de los
reovirus hacia el tejido neopldsico. Por otra parte, la
ciclofosfamida (CPA) puede imitar los efectos
funcionales del inhibidor de Treg (PC-61). ©

La interaccion de las células dendriticas (DC) en la
actividad antitumoral de las células NK ha sido
identificada como reclutadora, activadora y potenciadora
contacto-dependiente con la capacidad de inducir la
citotoxicidad hacia las células tumorales. En el estudio de
Prestwich y cols. en 2009 se demostrd que las DC inducen
la produccién de IFN-y con el subsecuente incremento de
la poblacion NK e induce su quimiotaxis a través de las
quimiocinas CCL2, 3, 4, 5, 7,8, 11, y CXCL10. *?

Resultados de los Ensayos Preclinicos con Reovirus

Los ensayos preclinicos son todas aquellas pruebas
tendientes a comprobar las caracteristicas de una
sustancia, su posible toxicidad y la eficacia terapéutica
en animales que justifiquen su pase a experimentacion en
seres humanos. La actividad antitumoral se detecta en
sistemas animales y en sistemas in vitro.

Verificacion de la sobreexpresion de EGFR.

Inicialmente fue necesaria la comprobacién de la
expresion del EGFR en varios tipos de tumores
humanos. " El estudio maés representativo, ejecutado
por Wu y cols. en 2007, utiliz6 una linea celular de
adenocarcinoma de pulmén metastasico (NCI-H441), y
una variante de la linea celular de adenocarcinoma
pulmonar (PC14-PE6). Los resultados del ensayo
demostraron que NCL-H441 expresaba altos niveles de
EGF/TGF-a (ligandos de EGFR), lo que se traduce en
mayor activacion del EGFR (pEGFR), mientras que en
PC14-PE6 se encontraron niveles bajos o indetectables
de EGT/TGF-a, es decir, expresion de EGFR pero no
pEGFR. " (Fig. 3)
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Fig. 3. Expresion de EGFR y sus ligandos en células
tumorales NCI-H441 y PC14-PE6 in vitro.

Fuente: Wu et al. Expression of epidermal growth factor. Mol
Cancer Ther, 2007.
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Los hallazgos se obtuvieron de cortes histologicos de
pulmén de ratén en los que se trasplantdé NCI-H441,
PC14-PE6 y de tejido pulmonar adyacente libre de tumor
en los que se determinaron los niveles de EGF/TGF-a
por PCR de transcripcién inversa. Los niveles de
expresion de EGFR y pEGFR se determinaron por
Western Blot, inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia doble. La fluorescencia roja fue
utilizada para identificar las células endoteliales (CD31)
y la fluorescencia verde se empled para identificar EGFR
o pEGFR. La fluorescencia amarilla indica expresion
celular  endotelial (EGFR/CD31) o activacion
(pEGFR/CD31) de EGFR. "? (Fig. 4)

Tumaor frec NCI-H441

PC14-FEf

Fig. 4. Expresion de EGFR, pEGFR, EGF y TGF-a en
imagenes inmunohistoquimicas de de las secciones de tejido
tumoral de pulmon.

Fuente: Wu et al. Expression of epidermal growth factor. Mol
Cancer Ther, 2007.
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Comprobacion de la susceptibilidad de las células
SOS-activada y Ras-activada a Reovirus.

Para evidenciar la susceptibilidad de las células
transformadas a la infeccion reoviral se utilizaron lineas
celulares de meduloblastoma ©, cancer pancreatico M
cancer de colon, de ovario ¥, entre otras. El ensayo mas
probatorio fue realizado por Strong y cols. en el cual se
utilizo fibroblastos embrionarios de raton (NIH-3T3),
NIH-3T3 con transfecciones de los oncogenes H-ras y
EJ-ras, y una cuarta linea correspondiente a NIH-3T3 a
la que se le agregd transfeccion Sos (TNIH3#5).

Las células NIH-3T3 poseen resistencia a la infeccion
reoviral por ausencia de sobreexpresion EGFR, mientras
que las mismas células transformadas con erbB-v o
EGFR son altamente susceptibles segiin lo determinado
por el efecto citopatico, la sintesis de proteinas virales y
la produccion del virus. Las cuatro lineas celulares
fueron infectadas con Reovirus tipo 3 Dearing a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 10 wunidades
formadoras de placas (p.f.u.) por célula, y comparadas en
términos de su capacidad para promover la sintesis de
proteinas virales. Se denomina MOI a la razén entre la
cantidad de virus en el indculo y la cantidad de células
en el cultivo. Asi por ejemplo, una MOI equivalente a 1
significa que cada célula en la monocapa puede ser
infectada teéricamente por una particula viral. "

A las 48 horas post-infeccion las células fueron
fijadas, procesadas, y reaccionaron con anti-reovirus 3 de
conejo y luego con IgG de cabra contra conejo, ambas
conjugadas con fluoresceina isotiocianato (FITC). La
deteccion de proteinas virales se llevo a cabo
inicialmente por inmunofluorescencia indirecta. Al
comparar las lineas parentales no infectadas con las
diversas lineas celulares transformadas fue evidente que
la morfologia de las células era muy distinta a la
transformacion. Considerando que las células NIH-3T3
adoptaron una forma tipica aplanada, morfologia
extendida y con una marcada inhibicion por contacto, las
células transformadas crecieron a menudo en forma de
huso y con la inhibicién por contacto muy reducida, lo

cual es caracteristico de células tumorales. 7

El desafio con reovirus quedé demostrado por una
infeccion del 5% en la linea parental NIH-3T3. Este
pequeiio porcentaje de infectividad se atribuye al hecho
de que NIH-3T3 a veces puede sufrir una transformacion
espontanea. En contraste, las lineas celulares
transformadas con Sos o Ras demostraron una
inmunofluorescencia relativamente pronunciada a las 48
horas después de la infeccion. ” (Fig. 5)
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NIH-3T3 TNIH#5 (Sos)
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H-ras EJ-ras

Fig. 5. Efecto de Sos-activado y Ras-activado en la susceptibilidad del huésped a la infeccién reoviral.
Fuente: Strong et al. The molecular basis of viral oncolysis. EMBO Journal, 1998.

Evaluacion de la Eficacia Terapéutica Reoviral in
vitro, in vivo, y ex vivo.

Hirasawa y cols. realizaron ensayos in vitro utilizando
cinco lineas celulares de cancer de colon humano (Caco-
2, DLD-1, HCT-116, HT-29, y SW-48), una linea celular
de fibroblastos de colon (CCD-18Co), cuatro lineas
celulares de cancer de ovario (MDAH-2774, PA-1,
SKOV3, y SW626), y una linea celular de fibroblastos
de ovario (NOV-31), para evaluar la eficacia terapéutica
reoviral. Todas las lineas celulares transformadas fueron
infectadas por Reovirus tipo 3 Dearing a una MOI de 20
pfu/célula y trasplantadas en tejido subcutdneo murino.
A las 48 horas post-infeccion se observaron pequefios
cambios en las lineas celulares CCD-18Co y NOV-31.
En contraste, todas las lineas celulares tumorales
infectadas con reovirus exhibieron efectos citopaticos. A
las 72 horas, > 95% de todas las lineas celulares
cancerosas examinadas fueron destruidas.

Para confirmar la oncélisis inducida por la replicacion
reoviral las células fueron sometidas a marcacion
metabdlica utilizando metionina marcada con azufre-35 a
las 24 horas post-infeccion (lineas celulares colonicas) o
a las 12 horas post-infeccion (lineas celulares ovaricas).
Los lisados de las lineas celulares infectadas permitieron
obtener proteinas reovirales (A, u, y o) que fueron
sometidas a inmunoprecipitacion con anticuerpos
policlonales antireovirales y analizadas por electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE), en donde se evidencid la significativa sintesis de
proteina viral en todas las lineas celulares tumorales, a
diferencia de lineas celulares normales CCD-18Co y
NOV-31 donde se gener poca sintesis. “ (Fig. 5)
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Fig. 5. Sintesis protéica reoviral en lineas celulares
humanas de cancer de colon y ovario.

Adaptado de: Hirasawa et al. Oncolytic reovirus against
ovarian and colon cancer. Cancer Research, 2002.

La totalidad de las lineas celulares humanas
evaluadas in vitro de cancer de colon y ovario fueron
susceptibles a la infeccidn por reovirus, mientras que las
lineas celulares CCD-18Co y NOV-31 fueron resistentes.
Ademas de las células resistentes a la infeccion por
reovirus se convirtieron en susceptibles luego de la
transfeccidén con genes que codifican EGFR, ErbB-v, o
Sos, todos capaces de activar la sefializacion Ras. @
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La inoculaciéon directa de reovirus en tumores
xenograficos in vivo resultdé en una marcada inhibicion
del crecimiento tumoral. Significativamente, la
administracion i.v. de reovirus en ratones con
inmunodeficiencia combinada grave (SCID) fue eficaz
en HCT-116, HT-29, DLD-1, y en la linea celular
SKOV3 de ratones CD-1 desnudos. ) (Fig. 6) Esto ha
permitido combinar reovirus con inmunosupresores para
el tratamiento de metastasis.
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Fig. 6. Efectos del tratamiento intraneoplasico con Reovirus
en linea celular de cancer de colon humano xenoinjertado.
Los tumores recibieron reovirus vivos (e) o una dosis equivalente
de reovirus UV-inactivados (0).

Fuente: Hirasawa et al. Oncolytic reovirus against ovarian and
colon cancer. Cancer Research, 2002.

Los ensayos in vivo se ejecutaron en modelos murino
CD-1 desnudos con ascitis por cancer de ovario humano,
al que se le inyectaron 2x10° células MDAH-2774 via
intraperitoneal (i.p.) cinco dias antes de iniciar el
tratamiento reoviral (dia 0). El régimen terapéutico
utilizado consistio en una inyeccién i.p. de 5x10° p.fu.
de reovirus vivos o virus UV-inactivados (control) cada
2 semanas. Y Concluido el ensayo se obtuvo curacion
completa del 90%, demostrando que el tratamiento
reoviral fue efectivo contra la diseminacion tumoral en la
cavidad peritoneal. ¥ Ademas, todos los murinos del
grupo control fallecieron a los 42 dias, mientras que 9 de
10 murinos tratados con reovirus permanecieron
aparentemente sanos y sin ganancia de peso (debido a
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incremento tumoral) por mas de 60 dias, e inclusive
hasta 100 dias cuando fueron eventualmente
sacrificados. @ (Fig. 7)

(]

m

B
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Survival (%)

Mock-treated
control mice

Reovirus-treated
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Fig. 7. Efecto de la terapia reoviral en tumores de ovario
con formacion de ascitis en ratones CD-1 desnudos.

Analisis de Kaplan-Meier de supervivencia del tumor tratado con
reovirus vivos (e) o con reovirus UV-inactivados (0).

Adaptado de: Hirasawa et al. Oncolytic reovirus against
ovarian and colon cancer. Cancer Research, 2002.

En los estudios ex vivo se emplearon biopsias de
tejidos de cancer de ovario humano para estudios in vitro
generando resultados interesantes, ya que dada Ia
diversidad en el origen de la muestra (dos con
adenocarcinoma endometroide y  uno con
adenocarcinoma seroso-papilar), las tres resultaron ser
susceptibles a infeccion reoviral, demostrando el uso
potencial de reovirus como agente antitumoral. ¥

Reovirus como adyuvante en Radioterapia

Los reovirus tipo 3 han sido empleados en ensayos
preclinicos donde se ha demostrado su seguridad y
tolerabilidad via i.v. e intratumoral. Considerado como
agente con actividad antineoplasica, es improbable que
posea actividad suficiente para representar una
monoterapia. Por el contrario, los reovirus han sido
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aplicados como parte de una combinacién de estrategia
terapéutica con radioterapia, quimioterapia o quimio-
radioterapia.

Estudios preclinicos han demostrado un significativo
incremento en la citotoxicidad cuando los reovirus son
combinados con radioterapia, especialmente a bajas
MOIs. Dosis clinicas de fracciones unicas entre 3-10 Gy
mostraron fuerte sinergia entre los dos agentes a MOlIs
de 0.001 y 1, siendo las MOIs mas prevalentes en células
tumorales o en sus alrededores. El estudio de Twigger y
cols. en 2008 utilizo la linea celular HCT-116 tratada con
reovirus para demostrar la eficacia del tratamiento
combinado con radioterapia, evidenciando con los tintes
fluorogénicos fluoresceina diacetato (FDA) (HCT-116
vivas) y yoduro de propidio (HCT-116 muertas) que la
aplicacién unica de radioterapia eliminaba el 43.2% de
las células, mientras que la combinacion Reovirus-
Radioterapia logré el 89.7%. © (Fig. 8)

Caontrol 10Gy only

26, 7% dead 43.2% dead . o

o

FDA FDA
B6,4% dead

33.0% glivg 0, 3% aliv

FDA FDA
MOI 1 only MOIL1 + 10Gy

Fig. 8. Anailisis de la eficacia reoviral en tratamiento
combinado con dosis de radiacion a 10 Gy.

Adaptado de: Twigger et al. Enhanced In vitro and In vivo
Cytotoxicity of Combined Reovirus and Radiotherapy. Clin
Cancer Res, 2008.

La colonizacion tumoral luego de la administracion
reoviral via 1iv. es relativamente baja debido al
aclaramiento inmune en la circulacién, unién
inespecifica a tejidos no permisibles, y dificultad para
acceder a las células neoplasicas a través del proceso de

extravasacion. ©

El aumento de la citotoxicidad del tratamiento
combinado no esta relacionado al incremento de la
infeccion reoviral en células irradiadas, debido a que no
existe diferencia en la produccion viral cuando se

irradian las células antes o después de la infeccion. De
hecho, el incremento de la citotoxicidad estd ligado a una
mayor tasa de apoptosis. )

La infeccidn reoviral induce la expresion de TNF-a y
del ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF
(TRAIL) en células tumorales. Afortunadamente, estos
agentes sensibilizan a los efectos de la radiacion
ionizante en varios sistemas in vitro e in vivo. )

En contraste a la sensibilidad a radiacion UV (pérdida
> 7 logs del titulo viral), los reovirus son relativamente
resistentes a la radiacion ionizante, afectandose la
replicacion reoviral cuando se aplican fracciones de
dosis tnicas superiores a 50 Gy (pérdida < 1 log), que
son clinicamente irrelevantes. Por lo tanto, no existe
riesgo significativo de que los reovirus sean inactivados
por la radiacion-X entregada al tumor. ® (Fig. 9)

= 1x10°
1x108
1x107

, 1x106

212108

£ 1x10f
1x10°
1x102
1x10!
0

0 min UV
10 min UV
30 min UV

0 Gy
10 Gy
50 Gy

UV and Xray doses

Fig. 9. Efecto de la Radiacion UV e ionizante. Adaptado de:
Twigger et al. Enhanced In vitro and In vivo Cytotoxicity of
Combined Reovirus and Radiotherapy. Clin Cancer Res, 2008.

Significativamente, la radiacion a dosis de 1, 3, 5y 10
Gy resulta en una acumulacion dosis-dependiente de
células en fase G,-M del ciclo celular, observandose
también una marcada reduccion de las células en fase G,
y S. Este bloqueo aumenta durante 4 a 16 horas luego de
la radiacion y persiste inclusive hasta 24 horas. Sin
embargo, la infeccidbn con reovirus genera una
perturbacion del ciclo celular con una acumulacion viral
dosis-dependiente de células en fase S y G,-M del ciclo
celular especialmente marcada a las 72 horas. )

Los efectos del tratamiento combinado Reovirus-
Radioterapia sobre el ciclo celular son muy marcados,
observandose una significativa poblacion celular en fase
sub-G,. © Esto sugiere que el tratamiento adyuvante con
reovirus incrementa los niveles de apoptosis a diferencia
de los resultados de la terapia como agente unico.
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Resultados de los ensayos Clinicos con Reovirus

Reolysin®, un reovirus silvestre tipo 3 (cepa Dearing)
ha demostrado segin datos preclinicos oncdlisis
sinérgica cuando se combina con quimioterapia estandar,
incluyendo agentes platinos y taxanos, lo que justifica la
evaluacion clinica de esta combinacion de farmacos.

Se ha establecido que la base terapéutica de los
tumores con sobreexpresion o mutacion del EGFR son
los inhibidores del EGFR tales como Erbitux, Tarceva y
Vectibix; sin embargo, para el tratamiento de tumores
con mutacion Ras no existen terapias aprobadas, ademas
de estar contraindicado el uso de inhibidores del EGFR.
Afortunadamente los reovirus han demostrado su
eficacia en ambas situaciones que implican la activacion
de la via Ras. ¥

Actualmente se han completado 4 ensayos clinicos
utilizando reovirus como monoterapia local, 3 ensayos
como monoterapia sistémica, 2 ensayos en combinacion
con radioterapia y 3 ensayos junto a esquemas

quimioterapéuticos.

Estudio Fase II varios tumores metastasicos,
incluyendo cancer de cabeza y cuello. Terapia local
en combinacion con radiacion. REO 008. (2009)

Métodos: Estudio fase II, abierto, multicéntrico,
destinado a administrar dosis de radiacién de 20 Gy en
cinco fracciones consecutivas por dia de 4 Gy
combinadas con dos inyecciones intratumorales de
Reolysin® (1x10'" TCIDs,) los dias dos y cuatro. El
objetivo primario del ensayo fue evaluar la actividad
antitumoral de la combinacién Reolysin®-Radioterapia
en lesiones tratadas y no tratadas. Los pacientes elegibles
fueron aquellos con diagnostico de cancer avanzado o
metastasico refractarios a la terapia estandar o sin
tratamiento curativo. ¥

Resultados: De un total de 16 pacientes altamente
pretratados con cancer avanzado (melanoma (5),
colorrectal (4), estomago (1), pancreas (1), ovario (1),
pulmén (1), colangiocarcinoma (1) mama (1), y tiroides
(1)), la mayoria habian recibido quimioterapia previa (13
pacientes) o radiacién (5 pacientes). De los 14 pacientes
evaluables para la respuesta, 13 pacientes tenian
enfermedad estable (EE). De éstos, 4 pacientes (pulmén
(1), melanoma (2), gastrico (1)) mostraron respuesta
parcial (RP), y en 2 pacientes (tiroides, ovario) se
observaron respuestas menores; para una tasa total de
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control de enfermedad (EE + RP + Respuesta Completa)
de 93% en las lesiones tratadas. La combinacion fue bien
tolerada, observandose toxicidad leve (grado 1 6 2). ¥

Estudio Fase I/Il de reovirus oncoliticos mas
carboplatino/paclitaxel en pacientes con cancer sélido
avanzado, con énfasis en carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello (SCCHN). REO 011.
(ASCO 2009-2010)

Métodos Fase I: Los pacientes elegibles tenian buen
estado general (ECOG PS: 0-2) con cancer avanzado que
no fueron susceptibles de tratamiento curativo o eran
refractarios a la terapia estandar, para los que la
combinacion paclitaxel/carboplatino fue la quimioterapia
paliativa adecuada. Los pacientes fueron tratados
inicialmente en un estudio abierto, dosis escalada, fase I,
recibiendo Reolysin® i.v. dias 1-5, carboplatino (i.v.
AUC 5) dia 1, y paclitaxel (175 mg/m?) dia 1, cada 3
semanas. Reolysin® se administro en una dosis inicial de
3x10° TCIDs, y luego aumenté a 1x10" y 3x10'° TCIDs,
en cohortes de 3 pacientes. Las principales variables a
determinar en el ensayo de dosis-escalada fueron la dosis
maxima tolerada (DMT), toxicidad limitante de dosis
(TLD), y recomendar una dosis para los estudios de fase
II. Las variables secundarias a evaluar fueron la
farmacocinética, la respuesta inmune, y la actividad
antitumoral. ‘>'®

Resultados Fase I: 17 pacientes pretratados (11
hombres, 6 mujeres, edad media de 55 afios) con cancer
avanzado: cancer de cabeza y cuello (10), melanoma (4),
cancer peritoneal/endometrial (2), y sarcoma (1)
recibieron 82 ciclos de tratamiento. No hubo TLDs en la
dosis escalada. Las toxicidades fueron de grado 1 y 2, y
contd con nauseas, vomitos, fatiga, dolores musculares,
fiebre, neutropenia, linfopenia, trombocitopenia, e
hipotensioén que ocurrieron 2 a 6 horas posteriores a la
administracion del reovirus y se resolvieron
completamente con acetaminofén y AINEs. Estos
sintomas fueron mas frecuentes y pronunciados en el

primer ciclo. ®'*!?

La combinacion Reolysin®/Paclitaxel/Carboplatino
generd un embotamiento de la respuesta inmune antiviral
en contraste al virus en monoterapia. Las tasas de
respuesta en 15 pacientes evaluables fueron: RP en 4
pacientes, EE en 6 pacientes, y progresion de la
enfermedad en 5 pacientes. Es de destacar que todas las
RPs y 4/5 EEs poseian cancer de cabeza y cuello. ¥
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Métodos Fase II: Se mantuvieron los parametros de
fase 1. El objetivo principal de la fase Il con expansion
de la cohorte en 14 pacientes con cancer de cabeza y
cuello fue valorar la tasa de respuesta. >'¢

Resultados Fase II: 31 pacientes (24 varones, 7
mujeres; edad media de 59 afios) con cancer de cabeza y
cuello (24), melanoma (4), cancer peritoneal/endometrial
(2), y sarcoma (1) recibieron 147 ciclos (mediana 5,
rango 1-8) de tratamiento. No hubo TLDs en la dosis
escalada. Las toxicidades fueron de grado 3 y 4, ¢
incluyen anemia, leucopenia, neutropenia, linfopenia,
trombocitopenia, infeccidon e hipotension. Se presento la
respuesta de anticuerpos neutralizantes antireovirales. El
tratamiento de cancer de cabeza y cuello se realizd a
dosis maxima (3 x 10" DICTs) con el fin de seguir
evaluando la respuesta del tumor. En total, 19 pacientes
con cancer de cabeza y cuello recibieron al menos dos
ciclos y fueron evaluables para la respuesta; la mayoria
eran SCCHN refractarios a la quimioterapia previa
basada en platino para la enfermedad
recurrente/metastasica. ' (Figs. 10 y 11) Se observo RP
en 8 pacientes (42%) y EE en 6 pacientes (32%). Una RP
y EE adicional se observaron entre los 4 pacientes con
melanoma maligno.

La evaluacion de esta combinacion en un ensayo
aleatorizado de fase III en el SCCHN ha sido aprobado
en EE.UU, Reino Unido, Bélgica y Canada debido a la
tasa de respuesta al tratamiento del 42% y a la tasa total
de beneficio clinico del 74%, siendo estas cifras
notablemente superiores a la tasa de respuesta promedio
de 10% para la enfermedad cuando Reolysin® no se
afiade a la quimioterapia estandar. "

Pre-treatment

: N ] " Rapid

After 3 cycles
progression ST
in <3 weeks
before Study

Fig. 10. Fase II, esquema Reolysin®/Paclitaxel/Carboplatino.
Respuesta parcial en Tumor de Cabeza y Cuello; carcinoma de
células escamosas de rapida progresion. Respuesta mantenida por
3 ciclos.

Adaptado de: Harrington K. Conference Oncolytics.
November 2010.

Fig. 11. Fase II, Reolysin®/Paclitaxel/Carboplatino.
Respuesta parcial en Tumor de Cabeza y Cuello;
carcinoma de células escamosas pobremente diferenciado.
Respuesta mantenida por 3 ciclos.

Adaptado de: Harrington K. Conference Oncolytics.
November 2010.

Estudio Fase Il de administracion intravenosa de
Reolysin en el tratamiento de pacientes con sarcoma
de hueso y tejidos blandos metastasico al pulmon.
REO 014. (ASCO 2009)

Métodos: Estudio fase II, abierto, agente unico,
disefiado para caracterizar la eficacia y seguridad de
Reolysin® i.v. cada 28 dias en pacientes con sarcoma de
hueso o tejido blando con metastasis pulmonares,
utilizando un disefio de Simon en dos ectapas. 38
pacientes fueron asignados a la primera etapa. Si uno o
mas pacientes experimentaban beneficio clinico (EE
prolongada > 6 meses, RP o respuesta completa) de hasta
52 pacientes, podria ser devengados. El agente sera
considerado activo si se observan 3 o mas respuestas o
EE prolongada.

Resultados: Desde julio de 2007, pacientes de 43
afios de edades entre 19 a 76 (mediana 49), enrolados (23
hombres, 20 mujeres), recibieron un total de 141 ciclos
(rango 1-18). Todos los pacientes tenian valoracion
funcional grado 1 (29 pacientes) o grado 0 (14
pacientes). 38 pacientes recibieron quimioterapia previa,
radioterapia, o combinaciones de agentes bioldgicos para
su enfermedad metastasica; 15 pacientes recibieron mas
de 3 regimenes de quimioterapia. Los subtipos de
sarcoma incluyen: sarcoma sinovial (13), osteosarcoma
(7), leiomiosarcoma (7), histiocitoma fibroso maligno
(5), Ewing/tumor neuroectodermal primitivo (1),
cordoma (1), otros (9).
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Los efectos secundarios fueron leves a moderados
(grado 1-2) incluyendo fiebre, escaloftrios, y fatiga. Dos
pacientes experimentaron efectos secundarios
respiratorios (tos y disnea) y 2 pacientes tuvieron diarrea.
Efectos  hematologicos  secundarios  incluyeron
neutropenia de grado 2-3 (6 pacientes) y trombocitopenia
de grado 2 (2 pacientes). Un paciente experimentd
elevacion de una enzima hepatica (AST) de grado 2. De
los 33 pacientes evaluables para la respuesta, 14
pacientes (42%) tuvieron EE > 2 meses, y 5 pacientes EE
> 6 meses. "

CONCLUSIONES

Los reovirus se dirigen especificamente a tumores con
una via de sefializacion Ras activada, directa o indirecta,
por lo que representan una alternativa terapéutica
adyuvante en el tratamiento de céncer de colon, de
ovario, de cabeza y cuello, melanoma, sarcomas, entre
otros, asegurando que el tejido sano serd minimamente
afectado.

Los estudios preclinicos y clinicos analizados revelan
que el uso de reovirus es seguro, tolerable y eficaz.
Varios ensayos clinicos permitieron identificar efectos
secundarios, siendo los madas representativos aquellos
sintomas similares a infeccion gripal y toxicidad
hematoldgica grado 2, con la peculiaridad de ser menos
prevalentes en los ciclos sucesivos.

La terapia reoviral es eficaz para el tratamiento de
tumores localizados y metastasicos. En la actualidad, el
principal tratamiento utilizado en pacientes con estadios
tempranos de cancer es la reseccidbn quirtrgica,
incluyendo quimioterapia o radioterapia. En estadios
avanzados o metastasicos las alternativas terapéuticas
disminuyen asi como las tasas de curacion, derivandose
al paciente a terapia paliativa. Significativamente, la
selectividad litica reoviral asegura el acceso terapéutico a
las micrometastasis en 4areas donde la reseccion
quirirgica genera graves secuelas, especialmente
metastasis cerebrales, asi como en areas de invasion no
detectadas.

El beneficio del tratamiento oncologico reoviral seria
notablemente significativo si el paciente se sometiera a
un esquema combinado, principalmente radioterapia,
quimioterapia dirigida, y terapia inmunosupresora.
Ademads, como estrategia terapéutica intrinseca, los
reovirus afectan a las células con elevadas tasas mitdticas
e incrementan la respuesta inmune innata contra el
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tumor, generando un microambiente menos favorable
para el crecimiento del cancer.

En relacion al costo del tratamiento reoviral, deberian
realizarse  estudios para  demostrar  diferencias
estadisticamente significativas en las tasas de
hospitalizacion y cantidad de ciclos terapéuticos
necesarios, que definan el uso de reovirus como costo-
efectivo al disminuir los gastos por internaciéon y
tratamiento frente a protocolos establecidos.
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