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DESCRIPCION
Método de Terapia
Campo de la Invencion

Numerosas enfermedades se han ligado a la produccién de células reguladoras. La presente invencién se relaciona
con la observacién que el sistema inmune es ciclico en estas enfermedades. Con base en estas observaciones, se
describen aqui métodos para tratar enfermedades tales como cancer y una infeccién por VIH. La presente invencion
también se relaciona con métodos para determinar cuando se debe administrar a un paciente una terapia que trata
una enfermedad caracterizada por la produccién de células reguladoras.

Antecedente de la Invencion

En el pasado, se han hecho intentos para activar el sistema inmune para montar una respuesta eficiente contra
células malignas. A pesar de los progresos significativos y promisorios, tal una respuesta todavia no se ha
alcanzado plenamente y muchas terapias con base inmune han resultado decepcionantes.

Numerosos estudios utilizando ensayos celulares in vitro demuestran que los linfocitos citotéxicos tienen la
capacidad de matar células de tumor. Por qué esta destrucciébn con base inmune no controla efectivamente el
crecimiento de tumor in vivo es un enigma. El paciente con cancer también ha incrementado la concentracion de
complejos inmunes circulantes, lo que indica que el sistema inmune esti activo, particularmente contra ciertos
antigenos de tumor. El nivel de estos complejos inmunes puede aumentar con el progreso de la enfermedad
(Horvath et al, 1982; Aziz et al, 1998).

Las células reguladoras (también denominadas en la técnica como células supresoras) han estado implicadas en la
respuesta inmune de los sujetos sensibles al cancer (North and Awwad, 1990; WO 03/068257). Como la mayoria de
los antigenos contra el cancer son producidos actualmente por el paciente ellos son considerados como “auto” por el
sistema inmune. Luego de la presencia, y/o cantidad incrementada, de antigeno de tumor, el sistema inmune del
anfitrion monta una respuesta caracterizada por la produccién de células efectoras que objetivan las células que
producen el antigeno de tumor. Sin embargo, en muchos casos estas células efectoras son reconocidas por el
sistema inmune como destinadas a las propias células anfitrionas, y por lo tanto se produce una poblacion de células
reguladoras para regular por descenso la poblacién de células efectoras. Asi, la produccion de estas células
reguladoras limita la capacidad del sistema inmune para remover efectivamente las células cancerigenas.

Mas recientemente, se ha mostrado que las células reguladoras estan involucradas en una respuesta inmune de los
sujetos a una infeccion virica. La WO 02/13828 describe la produccién de células reguladoras durante la infeccion
retrovirica, y métodos para tratar tales infecciones al regular por descenso la poblacién de células reguladoras
mientras que se mantiene la poblacién de células efectoras. Adicionalmente, Peterson et al (2002) observa que en
una poblacion de células reguladoras CD4+ se suprime la capacidad de las células efectoras CD8+ para controlar
infecciones de retrovirus de murino Friend en ratones.

Las mediciones de ciertas concentraciones de proteina de fase aguda en plasma puede ser de valor diagndstico o
prondstico bajo condiciones clinicas especificas. La proteina de fase aguda mejor conocida es la proteina reactiva C
(CRP). La CRP es una proteina de plasma que se eleva en la sangre con la inflamacién de ciertas afecciones. El
nivel de CRP en el plasma sanguineo puede subir tan alto como 1000 veces con la inflamacién. Las afecciones
llevan cominmente a cambios marcados en la CRP que incluyen infeccién virica y bacteriana, trauma, cirugia,
guemaduras, afecciones inflamatorias, enfermedad coronaria y vascular y cancer avanzado.

Se sintetizan las proteinas de fase mas aguda mediante hepatocitos, algunas se producen mediante otros tipos
celulares, que incluyen monocitos, células endoteliales, fibroblastos y adipocitos. Las proteinas de fase aguda
incluyen amiloide A de suero (SAA), CRP y componente amiloide P de suero (SAP).

La capacidad de respuesta inmediata de CRP y SAA para estimular, junto con su amplio rango de concentracion y
facilidad de medicion automatizada, ha dado lugar a niveles de CRP y SAA en plasma que se utilizan monitorear
exactamente la severidad de la inflamacion y la eficacia de del manejo de la enfermedad durante ciertas condiciones
de enfermedad.

La WO 03/070270 describe el uso de marcadores inflamatorios de fase aguda en regimenes para el tratamiento
efectivo de VIH. Estos métodos se basan en por Io menos “reajustar” parcialmente el sistema inmune mediante un
tratamiento tal como HAART seguido por el andlisis de proteinas inflamatorias de fase aguda como marcadores para
la expansion de célula efectora/reguladora. La emergencia de proteinas inflamatorias de fase aguda parece estar
vinculado a la expansién de célula efectora, que ocurre antes de la expansion de la célula reguladora, y asi el
paciente se puede tratar con un agente adecuado que permite que se mantenga la poblacion de células efectoras
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mientras que destruye, evita la produccion de, o reduce la actividad de, células reguladoras. En esencia, luego del
retiro de tratamiento de HAART se considera que el sistema inmune de los pacientes podria tratar la re-emergencia
de particulas de VIH como una nueva infeccion, y por lo tanto se podria producir una nueva poblacion de células
efectoras.

Sin embargo, de manera similar a la WO 03/070270, la WO 03/068257 se relaciona con por lo menos el reajuste
parcial del sistema inmune, en este caso en el contexto del tratamiento de cancer. De nuevo, el tratamiento se
centra en la re-emergencia inicial de las células efectoras que sigue a una reduccién en la carga de tumor a través
de técnicas tales como cirugia o la administracién de farmacos antiproliferativos.

Ninguna de la WO 02/13828, WO 03/070270 o WO 03/068257 aprecian que la respuesta inmune es ciclica en un
paciente con cancer o VIH independiente de la administracién del tratamiento para estas enfermedades. La presente
invencién se basa en la realizaciéon de este ciclo

Resumen de la Invencion

El presente inventor ha encontrado de forma sorprendente que el sistema inmune es ciclico durante los estados de
enfermedad caracterizados por la presencia de células reguladoras. Este ciclo ocurre sobre una base regular de
aproximadamente 14 a 15 dias en humanos.

Aunque no se desea estar limitado por la teoria, parece que la expansion de la célula efectora contra un antigeno
objetivo esta seguido por la expansion de células reguladoras dirigidas contra las efectoras. Luego del control de las
células efectoras por las células reguladoras los nimeros y/o actividad de ambos tipos de células disminuye, lo que
a su vez esta seguido por el mismo ciclo debido a la presencia continua o remocién incompleta del antigeno que
resulta en una persisten oscilacién, pero inefectiva, la respuesta inmune contra, por ejemplo, el tumor o virus.

El conocimiento de este ciclo se puede utilizar para tratar enfermedades donde se sabe que la emergencia de
células reguladoras es perjudicial para el paciente. Ejemplos de tales enfermedades incluyen cancer y infecciones
persistentes tales como por el virus de inmunodeficiencia humana. Mas especificamente, el tratamiento de un
paciente se puede programar de tal manera que se maximizan los nimeros de células efectoras contra un antigeno
celular o virico mientras que se reducen o eliminan los nimeros de células reguladoras.

De hecho, el presente inventor ha notado que el tratamiento de una amplia variedad de canceres con farmacos
antineoplasicos resulta, en promedio, en un indice de respuesta completo en el rango de 6.5 a 7%. Este rango de
6.5 a 7% es consistente con un ciclo de aproximadamente 14 a 15 dias de expansion de célula efectora seguido por
expansion de célula reguladora. Més especificamente, cuando no se toma en consideracion el ciclo células efectoras
y reguladoras, un médico tiene una oportunidad aproximada de 1 en 14.5 (6.8%) de administrar un farmaco anti-
proliferativo cuando los nimeros de células efectoras son altos pero los nimeros de células reguladoras solo han
comenzado a expandirse y por lo tanto son vulnerables a tratamientos que estan dirigidos a las células en division.
Esto lleva a altos nimeros de células efectoras que objetivan las células cancerigenas, que resultan en una
respuesta completa a la terapia.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencion proporciona métodos y usos como se define en las
reivindicaciones adjuntas.

Se puede originar una infeccion mediante cualquier tipo de agente infeccioso tal como, pero no limitado a, un virus,
bacterias, protozoos, nemétodo, prién, u hongo. Preferiblemente, el agente infeccioso origina infeccion persistente
cronica caracterizada porque el sistema inmune del paciente no es capaz de eliminar el agente infeccioso. Ejemplos
de agentes infecciosos que originan la infeccion persistente crénica son virus tales como el VIH y el virus de
Hepatitis C.

Aunque no se desea estar limitado por la teoria, parece que como carga de antigeno, por ejemplo a partir del
crecimiento de tumor incrementado o replicacion virica, aumenta luego que la actividad celular reguladora del
sistema inmune de los pacientes responde en una forma similar a un primer tiempo de exposicion al antigeno. Esta
respuesta inmune incluye la produccion de: marcadores inflamatorios de fase aguda tales como proteina reactiva c y
amiloide A de suero.

Un momento apropiado para administrar el agente esta entre cuando los niveles de marcador infamatorio de fase
aguda han alcanzado el pico y antes que el marcador inicie la elevacion en el siguiente ciclo. De acuerdo con lo
anterior, un marcador de sistema inmune particularmente preferida es un marcador infamatorio de fase aguda. Mas
preferiblemente, el marcador infamatorio de fase aguda se selecciona de, pero no se limita a, el grupo que consiste
de proteina reactiva c, amiloide A de suero y, amiloide P de suero.
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Preferiblemente, el marcador del sistema inmune refleja el nimero y/o actividad de células reguladoras, y/o el
numero y/o actividad de células efectoras.

En una realizacion, se monitorea el paciente para un incremento en el nimero y/o actividad de células reguladoras
mediante el analisis de los niveles de células CD4+ CD8-. Con respecto a esta realizacion, se prefiere que se
administre el agente aproximadamente cuando se detecten las células T CD4+ CD8-.

En otra realizacion, se monitorea el paciente para un incremento en el nimero y/o actividad de células efectoras
mediante el analisis de los niveles de células CD8+ CD4-. Con respecto a esta realizacion, se prefiere que se
administre el agente aproximadamente cuando se ha alcanzado el pico los nUmeros de célula T CD8+ CD4-.

En otra realizacién, la molécula asociada con la enfermedad es un antigeno producido por una célula cancerigena o
un agente infeccioso. En esta realizacién, se administra el agente aproximadamente cuando los niveles de la
molécula asociada con la enfermedad empiezan a disminuir.

En una realizacion adicional, la enfermedad es cancer y se monitorea el paciente para fluctuaciones en los niveles
de antigeno de tumor. Con respecto a esta realizacion, se prefiere que se administre el agente aproximadamente
cuando los niveles de antigeno de tumor empiecen a disminuir.

En todavia una realizacion, la enfermedad se origina por un agente infeccioso y se monitorea el paciente para
fluctuaciones en los niveles de antigenos producidos por el agente infeccioso. Con respecto a esta realizacion, se
prefiere que se administre el agente aproximadamente cuando los niveles de antigeno, u organismos infecciosos o
virus (carga virica), empiecen a disminuir.

En otra realizacion, el marcador del sistema inmune es la temperatura corporal. Con respecto a esta realizacion, se
prefiere que se administre el agente cuando la temperatura ha alcanzado el pico y antes que la temperatura corporal
se empiece a elevar en el siguiente ciclo.

Como se indica aqui, el presente inventor ha notado que las fluctuaciones en numerosos factores indican que el
sistema inmune es ciclico en pacientes que sufren de una enfermedad caracterizada por la produccién de células
reguladoras. Estos factores incluyen marcadores inflamatorios de fase aguda, antigenos viricos, antigenos contra el
cancer y temperatura corporal. Estos factores se ligan directamente o indirectamente, al estado general del sistema
inmune que incluye, pero no se limita necesariamente a, produccion de célula efectora y/o actividad, produccion de
célula reguladora y/o actividad, y/o produccion de célula B y/o actividad.

La persona experta apreciard que las enfermedades tales como el cancer y el SIDA tienen un efecto complejo en el
paciente. Adicionalmente, variaciones naturales entre individuos ligados a factores tales como su genotipo, nutricion,
estado fisico, estado de enfermedad previo y actual, toda la influencia de cdmo un individuo dado responde a un
estado de enfermedad. Asi, aunque en la mayoria de los casos el ciclo ser4 aproximadamente 14 a 15 dias, en
algunos individuos este puede ser un poco mas corto mas largo. Adicionalmente, como el ciclo menstrual, la longitud
del ciclo puede variar ligeramente en un individuo debido a la variacion natural y/o factores ambientales. Asi, la
variacion individual por lo menos se puede encontrar con respecto a, por ejemplo, i) la longitud del ciclo, ii) los
nameros absolutos de las células efectoras o reguladoras durante el ciclo, o iii) los niveles de marcadores
inflamatorios de fase aguda durante el ciclo. Tal variacion se puede exagerar en pacientes con cancer avanzado o
infeccion, cuando se ha expuesto el sistema inmune de los mismos durante un periodo de tiempo considerable.

Como resultado, probablemente sera mas deseable monitorear el paciente durante un periodo de tiempo suficiente
para asegurar que se conocen las dindmicas del ciclo del sistema inmune en un paciente particular. Preferiblemente,
se monitorea el paciente durante un periodo de por lo menos 7 dias, mas preferiblemente por lo menos 14 dias, méas
preferiblemente por lo menos 21 dias, méas preferiblemente por lo menos 28 dias, mas preferiblemente por lo menos
35 dias, mas preferiblemente por lo menos 42 dias, y aiin mas preferiblemente por lo menos 49 dias.

Otro factor de complicacion es que por lo menos se ha encontrado que los niveles de algunos de los marcadores
inflamatorios de fase se desplazan aproximadamente cada 7 dias (aproximadamente la mitad de la longitud de un
ciclo de sistema inmune “completo”). Asi, parece que apoyarse en estos tipo de mercados mejoraran la oportunidad
de tratamiento exitoso de aproximadamente 6.8% (con base en administracion aleatoria del agente) a
aproximadamente 50% (con base en la eleccion del tiempo de administracién correcto al seleccionar aleatoriamente
cudles picos estan ligados al tiempo apropiado para objetivar las células reguladoras). Si bien esto es una mejora en
las técnicas actuales, se prefiere que se monitoreen tales marcadores en conjunto con otros factores (por ejemplo,
una molécula asociada con la enfermedad, células reguladoras y/o células efectoras) para optimizar la oportunidad
de seleccionar el tiempo apropiado para administrar el agente.

Asi, en otra realizacion, se monitorea el paciente para un marcador infamatorio de fase aguda, y una molécula
asociada con la enfermedad. Con respecto a esta realizacion, se administra el agente entre los niveles del marcador
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infamatorio de fase aguda que han alcanzado el pico y antes que el marcador se empiece a elevar en el siguiente
ciclo, y cuando los niveles de la molécula asociada con la enfermedad empiezan a disminuir o se podria haber
predicho que empieza a disminuir con base luego del andlisis previo de la molécula.

En general, se prefiere que se monitoreen numerosos factores al mismo tiempo. Esto es porque, debido a los
factores descritos anteriormente, es poco probable que cada factor tenga un perfil de ciclo perfecto dentro de un
periodo de 14/15 dias, particularmente durante un nimero de ciclos, para proporcionar de forma rutinaria una
indicacion clara del tiempo apropiado para administrar el agente. Si bien el andlisis de numerosos factores de un
periodo largo puede ser costoso y puede tener por lo menos alguna inconveniencia al paciente, enfermedades tales
como cancer y SIDA amenazan la vida. Por lo tanto vale la pena entender tanto como sea posible con respecto al
ciclo de sistema inmune en un paciente dado antes que se trate el paciente.

Adicionalmente, aunque el analisis de diferentes factores ciclicos en algunos pacientes puede resultar en perfiles
complejos, dada la guia proporcionada aqui, estd dentro de la experticia del médico para analizar los datos de
monitoreo para determinar el tiempo 6ptimo para administrar el agente. Se proporciona aqui un ejemplo del andlisis
cuidadoso de multiples factores para determinar el tiempo apropiado para tratar efectivamente una enfermedad
caracterizada por la produccién de células reguladoras.

Un factor de complicacion adicional sera si el paciente ha adquirido recientemente una enfermedad o trauma no
relacionado con aquel que se trata. Por ejemplo, un paciente que se trata para una infeccion de VIH también puede
contraer el virus de la gripe comin. La presencia del virus de la gripe resultara en, por ejemplo, un incremento en
marcadores inflamatorios de fase aguda independientes del ciclo de aquellos marcadores que ocurren debido a la
infeccion de VIH. Otras enfermedades que puede originar complicaciones en el monitoreo del ciclo de célula
efectora/reguladora para uno en los métodos de la presente invencién incluyen, artritis reumatoide, Ulceras y
enfermedad crénica de las encias. De acuerdo con lo anterior, es deseable monitorear al paciente para cualesquier
factores que puedan resultar en niveles elevados de, por ejemplo, marcadores inflamatorios de fase aguda para
asegurar que el factor que se monitorea refleja fielmente el ciclo de la célula efectora/reguladora que resulta de la
enfermedad que se trata.

Adicionalmente, se prefiere que se monitoree al paciente tan frecuentemente como sea posible para asegurar que el
ciclo del sistema inmune en un paciente dado se caracteriza de forma adecuada. Naturalmente esto asegurara que
se administra el agente en el momento apropiado y que cualesquier pequefas variaciones en, por ejemplo, los
nameros de célula efectora/reguladora o actividad, o marcadores de los mismos, no se mal interpretan.
Preferiblemente, se monitorea el paciente por lo menos cada 3 dias, mas preferiblemente por lo menos cada 2 dias,
y mas preferiblemente por lo menos cada dia. EI monitoreo puede ocurrir mas frecuentemente, por ejemplo cada 12
horas, cuando se alcanza el ciclo podria ser apropiada una etapa en donde es probable que sea el momento de
administrar el agente.

El agente inhibe la producciéon de, limita la funciéon de, y/o destruye, las células T reguladoras. El agente se
selecciona del grupo que consiste de farmacos antineoplasicos tales como farmacos anti-proliferativos, radiacion,
dsARN y anticuerpos que inhiben la produccién y/o actividad de células reguladoras. Preferiblemente, el farmaco
anti-proliferativo se selecciona del grupo que consiste de, pero no se limita a, taxol, vincristina, vinblastina y
vinblastina anhidra.

Con respecto al cancer, en contraste con la terapia de farmaco antineoplasico tipica que se administra a las células
de tumor objetivo, el método de tratamiento descrito aqui actualmente objetiva las células reguladoras. Esto deja
nameros adecuados de células efectoras para producir el efecto terapéutico deseado.

Ejemplos de anticuerpos preferidos incluyen, pero no se limitan a, anti-CD4+, anti-CTLA-4 (antigeno-4 asociado a
linfocito citotdxico), anti-GITR (receptor del factor de necrosis de tumor inducido por glucocorticoide), anti-CD28 y
anti-CD25.

Preferiblemente, no se ha expuesto el paciente a un tratamiento para la enfermedad durante por lo menos 14 dias,
mas preferiblemente por lo menos 21 dias, y ain mas preferiblemente por lo menos 28 dias.

El presente inventor también ha determinado que se puede mejorar el tratamiento para una enfermedad
caracterizada por la produccion de células reguladoras (o0 se pueden incrementar las oportunidades de tratamiento
exitoso) cuando se administra la vacuna en el momento apropiado. En estos casos, la vacuna estimula la respuesta
inmune innata contra la enfermedad. Esto sera probablemente un resultado de los nimeros incrementados y/o
actividad de células efectoras. Aunque tedricamente las células reguladoras seran producidas en ultima instancia, el
estimulo del sistema inmune permite al paciente controlar de forma adecuada la enfermedad antes de la emergencia
de las células reguladoras. Este escenario podria explicar que varios estudios previos han mostrado que las vacunas
anti- VIH y anti-neoplasicas son solo exitosas en un pequefio numero de pacientes. Mas especificamente, hay solo
una pequefia oportunidad en la que se administrard la vacuna en el mismo momento en el que ocurre la respuesta
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inmune innata a la enfermedad. Otros momentos de administracion en la técnica anterior ocurren cuando hay altos
numeros y/o actividad de células reguladoras, o en momentos que no se acopla el ciclo natural del sistema inmune.

En una realizaciéon, se administra la vacuna aproximadamente cuando se incrementa los niveles de células
efectoras.

En otra realizacion, se administra la vacuna aproximadamente cuando los niveles de una molécula asociada con la
enfermedad empiezan a disminuir.

En una realizacion adicional, se administra la vacuna aproximadamente cuando los niveles de un marcador
infamatorio de fase aguda se empiezan a incrementar. Como se sefialé anteriormente, por lo menos se ha
encontrado que algunos marcadores inflamatorios de fase aguda hacen el ciclo durante aproximadamente un
periodo de siete dias donde solo cada segundo pico de los niveles de marcador infamatorio de fase aguda se asocia
con numeros de célula efectora. Asi, en esta realizacién, el monitoreo probablemente necesitara ser combinado con
el andlisis de otros factores descritos aqui.

La observacion que el sistema inmune es ciclico durante los estados de enfermedad caracterizados por la presencia
de células reguladoras también se puede utilizar como un indicador de la presencia de tal una enfermedad. Estos
procedimientos de diagndstico podrian ser particularmente Utiles para analizar un paciente para la recurrencia del
estado de enfermedad (tal como un tumor) luego de tratamiento, o para analizar un paciente determinado por ser
susceptible a la enfermedad (tal como en los casos en donde se ha identificado previamente que el sujeto posee un
gen con susceptibilidad a cancer) para la emergencia de la enfermedad.

También se describe aqui un método para diagnosticar una enfermedad caracterizada por la produccion de células
reguladoras, el método comprende monitorear al paciente, o las muestras obtenidas del mismo, para por lo menos
uno de : a) numeros y/o actividad de célula efectora, b) nimeros y/o actividad de célula reguladora, c) una molécula
asociada con la enfermedad, y/o d) un marcador del sistema inmune, en donde el ciclo de uno cualquiera de a) a d)
indica que puede estar presente la enfermedad.

Naturalmente, como se sefialé anteriormente, el paciente necesitard ser analizado para otros estados de
enfermedad, tal como infecciones menores tales como influenza etc., para asegurar que cualquier ciclo observado
(especialmente cuando se analizan marcadores inflamatorios de fase aguda) se liga directamente a una enfermedad
caracterizada por la produccién de células reguladoras.

Aunque lo ideal es que el monitoreo debe continuar de forma indefinida, probablemente no se practicara méas en la
mayoria de las situaciones. Asi, se puede desarrollar el procedimiento de diagnéstico sobre una base intermitente
basada en el riesgo evaluado del estado de enfermedad que emerge o re-emerge. Como lo apreciara el experto a
partir de las discusiones aqui, el término “base intermitente” significa que el método requerira un nimero adecuado
de muestras para ser analizadas durante un periodo de tiempo para determinar si ocurre el ciclo inmune.

(por ejemplo muestras obtenidas por lo menos cada 3 dias durante un periodo de aproximadamente 14 dias), sin
embargo, si la prueba es negativa este procedimiento puede no necesitar ser repetido (por ejemplo) durante otro
afo.

También se describe aqui el uso de un ensayo que detecta un marcador del sistema inmune para determinar cuando
un agente o vacuna se debe administrar a un paciente que sufre de una enfermedad caracterizada por la produccion
de células reguladoras.

Preferiblemente, el marcador es un marcador infamatorio de fase aguda. Mas preferiblemente, el marcador es un
marcador infamatorio de fase aguda positivo. Ain mas preferiblemente, el marcador se selecciona del grupo que
consiste de, pero no se limita a, amiloide A de suero y proteina reactiva c.

También se describe aqui el uso de un ensayo que detecta nimeros y/o actividad de célula efectora para determinar
cuando un agente o vacuna se debe administrar a un paciente que sufre de una enfermedad caracterizada por la
produccién de células reguladoras.

Preferiblemente, el ensayo detecta el nimero de células T CD8+ CD4-.

También se describe aqui el uso de un ensayo que detecta nimeros y/o actividad de célula reguladora para
determinar cuando un agente o vacuna se debe administrar a un paciente que sufre de una enfermedad
caracterizada por la produccion de células reguladoras.

Preferiblemente, el ensayo detecta el nimero de células T CD4+CD8- .
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También se describe aqui el uso de un ensayo que detecta una molécula asociada con una enfermedad
caracterizada por la produccion de células reguladoras para determinar cuando un agente o vacuna se debe
administrar para tratar la enfermedad.

Preferiblemente, el ensayo detecta un antigeno producido por una célula cancerigena o un agente infeccioso.

Preferiblemente, no se ha expuesto al paciente a un tratamiento para la enfermedad durante por lo menos 14 dias,
mas preferiblemente por lo menos 21 dias, y ain mas preferiblemente por lo menos 28 dias.

Como se podria apreciar facilmente por aquellos expertos en la técnica, se pueden repetir los métodos para
proporcionar un mas completo tratamiento.

Preferiblemente, el paciente es un mamifero. Mas preferiblemente, el mamifero es un humano. También se describe
aqui un equipo para determinar cuando un agente o vacuna se debe administrar a un paciente que sufre de una
enfermedad caracterizada por la producciéon de células reguladoras, el equipo comprende por lo menos un reactivo
para monitorear el paciente, o0 muestras obtenidas del mismo, para por lo menos uno de: a) numeros y/o actividad de
célula efectora, b) nimeros y/o actividad de célula reguladora, c) una molécula asociada con la enfermedad, y/o d)
un marcador del sistema inmune.

Preferiblemente, el equipo comprende instrucciones escritas para desarrollar un método de la invencién que incluye
una referencia al nimero preferido de muestras a ser analizadas y el tiempo entre el andlisis de las muestras.

Como sera evidente, los rasgos y caracteristicas preferidas de un aspecto de la invencion son aplicables a muchos
otros aspectos de la invencion.

A través de esta especificacion se entendera que la palabra “comprenden”, o variaciones tales como “comprende” o
“que comprende”, implica la inclusiéon de un elemento declarado, entero o etapa, o grupo de elementos, enteros o
etapas, pero no la exclusion de ningun otro elemento, entero o etapa, o grupo de elementos, enteros o etapas.

La invencion se describe aqui adelante por via de los siguientes Ejemplos no limitantes y con referencia a las figuras
acompafantes.

Breve Descripcion de los Dibujos Acompafiantes

Figura 1. A) proteina reactiva C y niveles CA125 de marcador de tumor durante un periodo de 14 dias en un
paciente con cancer de ovario. B) niveles de amiloide A de suero en el mismo paciente durante el mismo periodo
(Niveles de proteina reactiva c de A) duplicado).

Figura 2. Niveles de proteina reactiva C en respuesta a retirar a un primer paciente con VIH humano de un
tratamiento HAART.

Figura 3. Carga virica y fluctuaciones de CRP en un segundo paciente con VIH luego de la terminacion de HAART.

Figura 4. Las fluctuaciones CRP y C4 en Sefiores OM durante 32 dias muestran una periodicidad distinta con una
repeticion aproximada de 7/14 dias de oscilacion. Se toman las mediciones cada lunes, miércoles y viernes. En este
caso la oscilacion de C4 es mas regular. Tenga en cuenta la tendencia al alza en ambos parametros durante el
periodo de 32 dias.

Figura 5. Las fluctuaciones de C4 y C3 de los factores de Complemento de Suero en Sefiores OM durante 32 dias
muestra una periodicidad sincronica y regular de aproximadamente 7/14 dias. Tenga en cuenta la tendencia al alza
en ambos parametros durante el periodo de 32 dias.

Figura 6. Las fluctuaciones de C4 de Factor de Complemento de Suero y los niveles de CA125 elevados con el
avance de la enfermedad en sefiores OM. Tenga en cuenta la tendencia al alza en ambos parametros durante el
periodo de 32 dias.

Figura 7. Proteina reactiva C versus Tiempo en Mrs OM, (dias) Monitoreo y eventos terapéuticos, 28 de mayo 2004
(dia 1) — 9 de agosto 2004 (dia 74). Se inicia monitoreo CRP el 28 de mayo (dia 1) y aumentando constantemente
con el avance de la enfermedad. En aproximadamente el dia 14 se deriva la oscilacion de respuesta inmune a partir
de la interpretacion combinada de los datos recolectados de CRP, C4 & CA125 en suero (ver también la Figura 4).

Clave: A =Inicia la radioterapia, dia 38, = 5 de julio 2004.
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B = Pico de CRP predicho, dia 46,47 & 48, = 13, 14, 15, de julio 2004.

C = Momento de primera aplicaciéon de quimioterapia, dia 49, 16 de julio 2004.

D = Pico PCR predicho, dia 63 &64, = 28, 29 de julio 2004. Se detiene la radioterapia.

E = Momento de 2da aplicacion de quimioterapia, dia 65, = 30 de julio 2004.

F = Fiebre, dia 66, = 31 de julio 2004, Hemorragia de tumor, dia 67, =1 de agosto 2004.
G = gotas de CRP para 62.7mg/l, dia 69, = 4 de agosto 2004.

H = Endoscopia que no reporta ninguna evidencia de tumor, dia 74, = 9 de agosto 2004.
Figura 8. Proteina C reactiva y amiloide A de suero versus tiempo en Sefioras FO.
Figura 9. amiloide A de suero Cy IL-2 versus tiempo en Sefioras FO.

Figura 10. amiloide A de suero y CA125 de marcador de cancer versus tiempo en Sefioras FO.
Figura 11. Proteina C reactiva y C3 versus tiempo en Sefioras FO.

Figura 12. Proteina C reactiva versus tiempo en Mrs GA

Descripcion Detallada de la Invencion

Definiciones

Como se utiliza aqui los términos “tratar”, “trata” o “tratamiento” incluye administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de un agente suficiente para reducir o eliminar por lo menos un sintoma de la enfermedad.

Como se utiliza aqui, el término “carga de tumor” generalmente se refiere al nimero de células cancerigenas en un
sujeto en cualquier momento dado. La medicién del nivel de tumor antigeno en el sujeto se puede considerar como
una indicacion de carga de tumor.

Como se utiliza aqui, el término “carga virica” generalmente se refiere al nUmero de particulas viricas en un sujeto en
cualquier momento dado. La medicion del nivel de viral antigeno en el sujeto se puede considerar como una
indicacion de carga virica.

“Células reguladoras” incluyen, pero no se limitan necesariamente a, una subpoblacion de células T CD4+. Tales
células también se pueden referir en la técnica como “células supresoras”. Las células reguladoras pueden actuar
directamente sobre las células efectoras o pueden hacer valer sus efectos sobre las células efectoras a través de
otros mecanismos.

Las células CD4+ expresan el marcador conocido en la técnica como CD4. Tipicamente, el término “células T CD4+”
como se utiliza aqui no se refiere a células que también expresan CD8. Sin embargo, este término puede incluir
células T que también expresan otros marcadores antigénicos tales como CD25.

Las “células efectoras” incluyen, pero no se limitan necesariamente a, la poblacidon de célula T conocidas como
células CD8+.

Como se utiliza aqui, el término “limita la funcién de, y/o destruye” cuando se refiere a la exposicién de las “células
reguladoras” al agente significa que el numero, y/o actividad, de las células reguladoras es regulada en forma
descendente por el agente. Mas preferiblemente, el nimero, y/o actividad, de las células reguladoras se erradica
completamente por el agente.

Como se utiliza aqui el término “enfermedad caracterizada por la produccion de células reguladoras” se refiere a
cualquier afeccion en donde el nUmero o actividad de células reguladoras cumple una funcion en la prolongacion del
estado de enfermedad. La enfermedad es cancer o una infeccion.

El término “marcador del sistema inmune” generalmente se refiere a cualquier molécula o factor que proporciona una
indicacion del estado y/o actividad del sistema inmune. Estos marcadores se pueden ligar directamente a la
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actividad y/o produccién de células reguladoras y/o efectoras, y/o pueden proporcionar una indicacion mas general
de la respuesta total del sistema inmune a un antigeno. Ejemplos de un marcador adecuado del sistema inmune
incluyen marcadores inflamatorios de fase aguda tales como proteina reactiva C y amiloide A de suero. Otro ejemplo
de un marcador del sistema inmune es los indicadores de destruccion celular tales como, pero no limitados a,
colesterol y beta -2-microglobulina en suero. El colesterol y la beta -2-microglobulina son componentes integrales de
las membranas celulares. En particular, la beta -2-microglobulina es la molécula accesoria para la
Histocompatibilidad Principal Clase | o receptor de MHC- |. Por consiguiente, con el ciclo de la respuesta inmune
anti- enfermedad junto con la destruccién de la célula objetivo, a menudo se elevan los niveles de suero en los
pacientes con cancer de estas dos moléculas. Asi, las oscilaciones en los indicadores de destruccion celular, tal
como colesterol y beta -2-microglobulina, también puede resultar Gtil en determinar el inicio o el final del ciclo de
respuesta inmune. Naturalmente, luego del presente descubrimiento del ciclo sistema inmune en una enfermedad
caracterizada por la produccion de células reguladoras, el experto puede identificar facilmente los marcadores
adicionales Utiles en los métodos de la invencion.

Como se utiliza aqui, el término “una molécula asociada con la enfermedad” se refiere a cualquier molécula que se
liga al estado de la enfermedad. En una realizacién preferida, el marcador es una proteina. Tales marcadores de
proteina son bien conocidos en la técnica. Se describen aqui ejemplos de marcadores de antigeno de tumor
adecuado. Los marcadores adecuados para, si no todas, las enfermedades infecciosas son también bien conocidas,
por ejemplo las proteinas gag o env del VIH.

Como se utiliza aqui el término “infeccidn persistente crénica” se refiere a la presencia de un agente infeccioso en el
paciente que no se controla facilmente por el sistema inmune del paciente o las trepais disponibles. Los ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, infecciones con Mycobacterium tuberculosis (que origina tuberculosis), VIH, el virus de
Hepatitis B o el virus de Hepatitis C. Para ser clasificado como una “infeccion persistente crénica” se prefiere que el
paciente tenga por lo menos la infeccién durante 3 meses, méas preferiblemente por lo menos 6 meses.

Para los propésitos de esta invencion, el término “anticuerpo”, a menos que se especifique lo contrario, incluye
fragmentos de anticuerpos completos que retienen su actividad de unién para un analito objetivo. Tales fragmentos
incluyen fragmentos Fv, F(ab’) y F(ab’),, asi como también anticuerpo de cadena sencilla (scFv). Adicionalmente, los
anticuerpos y fragmentos de los mismos pueden ser anticuerpos humanizados, por ejemplo como se describe en la
EP-A-239400.

Como se conoce en la técnica, un cancer se considera generalmente como crecimiento celular no controlado. Se
pueden utilizar los métodos descritos para tratar cualquier cancer que incluye, pero no se limita a, carcinoma,
linfoma, blastoma, sarcoma, y leucemia. Ejemplos mas particulares de tales canceres incluyen cancer de mama,
cancer de prdstata, cancer de colon, cancer de célula epidermoide, cancer de célula microcitica, cancer de célula
macrocitica, cancer de ovario, cancer cervical, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer de
higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer colorrectal, cancer cervical uterino, carcinoma de endometrio, carcinoma
de glandula salival, mesotelioma, cancer de rifion, cancer de vulva, cancer de tiroides, carcinoma hepatico, cancer
de piel, melanoma, cancer de cerebro, neuroblastoma, mieloma, varios tipos de cancer de cabeza y cuello, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda, sarcoma de Ewing y neuroepitelioma periférico.

La “muestra” se refiere a un material que se sospecha contiene células reguladoras, células efectoras, marcadores
del sistema inmune y/o una molécula asociada con la enfermedad. Se puede utilizar la muestra como se obtiene
directamente de la fuente o siguiendo por lo menos una etapa de purificacion (parcial). Se puede preparar la muestra
en cualquier medio convencional que no interfiere con el método de la invencion. Tipicamente, la muestra es una
solucién acuosa o fluido biolégico como se describe en mas detalle adelante. Se puede derivar la muestra de
cualquier fuente, tal como un fluido fisiolégico, que incluye sangre, suero, plasma, saliva, esputo, liquido de lente
ocular, sudor, heces, orina, leche, liquido ascitico, liquido mucoso, sinovial, liquido peritoneal, exudados
transdérmicos, exudados faringeos, lavado broncoalveolar, aspiraciones traqueales, liquido cefalorraquideo, semen,
moco cervical, secreciones vaginales o uretrales, fluido amniético, y similares. Preferiblemente, la muestra es sangre
o una fraccién de la misma. El pretratamiento puede involucrar, por ejemplo, preparar el plasma a partir de sangre,
fluidos viscosos diluyentes, y similares. Los métodos de tratamiento pueden involucrar filtracion, destilacién,
separacion, concentracion, inactivacion de los componentes que interfieren, y la adicion de reactivos. La seleccion y
el pretratamiento de muestras bioldgicas antes de la prueba es bien conocida en la técnica y n se necesita describir
adicionalmente.

A menos que se indique de otra forma, el ADN recombinante y las técnicas inmunogéncias utilizadas en la presente
invencién son procedimientos estandar, bien conocidos por aquellos expertos en la técnica. Tales técnicas se
describen y explican a través de la bibliografia en fuentes tales como, J. Perbal, A Practical Guide to Molecular
Cloning, John Wiley and Sons (1984), J. Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbour Laboratory Press (1989), T.A. Brown (editor), Essential Molecular Biology: A Practical Approach, Volumes 1
y 2, IRL Press (1991), D.M. Glover y B.D. Hames (editores), ADN Cloning: A Practical Approach, Volumes 1-4, IRL
Press (1995 y 1996), y F.M. Ausubel et al (editores), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates
and Wiley-Interscience (1988, including all updates until present), Ed Harlow y David Lane (editores) Antibodies: A
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Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory, (1988), y J.E. Coligan et al (editors) Current Protocols in
Immunology, John Wiley & Sons (que incluyen todas las actualizaciones hasta hoy), y se incorporan aqui como
referencia.

Marcadores Inflamatorios de Fase Aguda

Algunos marcadores inflamatorios de fase aguda se incrementan inicialmente durante una respuesta inmune
(referida aqui adelante como marcadores inflamatorios de fase aguda positivos) mientras que otros se reducen
inicialmente durante una respuesta inmune (referida aqui adelante como marcadores inflamatorios de fase aguda
negativos). Los marcadores inflamatorios de fase aguda are también se refieren en la técnica como reactivos de fase
aguda o proteinas de fase aguda. El experto se dara cuenta de los muchos ensayos que se pueden utilizar para
monitorear marcadores inflamatorios de fase aguda.

Ejemplos de marcadores inflamatorios de fase aguda positivos incluyen, pero no se limitan a, proteina reactiva c,
amiloide A de suero, componente amiloide P de suero, proteinas de complemento tales como inhibidor de C2, C3,
C4, C5, C9, B, C1 y proteina de unién C4, fibrindgeno, factor von Willebrand, a1-antitripsina, a1-
antiquimiomotripsina, a2-antiplasmina, cofactor heparina Il, inhibidor | de activador de plasmindgeno, haptoglobina,
hemopexina, ceruloplasmina, dismutasa de superéxido de manganeso, glucoproteina de a1-4cido, hemo oxigenasa,
proteina de unién de manosa, proteina leucocito I, lipoproteina (a), proteina de unién de lipopolisacéarido, y
interleucinas tales como IL-1, IL-2, IL-6, IL-10 y receptores de las mismas.

Ejemplo de marcadores inflamatorios de fase aguda negativos incluyen, pero no se limitan a, albumina, pre-
albumina, transferrina, apoAl, apoAll, glucoproteina a2 HS, inhibidor de inter-a-tripsina, glucoproteina rica en
histidina.

Se descubre el amiloide A de suero (SAA) como un componente de plasma que comparte antigenicidad con el
amiloide AA, el componentes fibrilar principal en los depdsitos amiloides AA reactivos. La SAA ha mostrado que es
un reactivo de fase aguda cuyo nivel en sangre es elevado a 100 veces o mas como parte de las respuestas
corporales a varias lesiones que incluyen trauma, infeccién e inflamacion.

Se pueden determinar los niveles de SAA cono se conoce en la técnica, ver por ejemplo Weinstein et al (1984),
Liuzzo et al (1994), O’Hara et al (2000), Kimura et al (2001) y O’Hanlon et al (2002).

La proteina reactiva C (CRP) es una proteina de respuesta de fase aguda positiva importante y su concentracion en
suero puede incrementar tanto como 1,000 veces durante la respuesta de fase aguda. La CRP es un pentdmero que
consiste de cinco subunidades idénticas, cada una tiene un peso molecular de aproximadamente 23,500.

Se pueden determinar los niveles de proteina reactiva C utilizando técnicas conocidas en el arte, estas incluyen,
pero no se limitan a, aquellas descritas en Senju et al (1983), Weinstein et al (1984), Price et al (1987), Liuzzo et al
(1994), Eda et al (1998), Kimura et al (2001) y O’Hanlon et al (2002).

Las proteinas de complemento son un grupo de por lo menos 20 componentes inmunolégicamente distintos. Ellos
normalmente circulan en la sangre en una forma inactiva. Ellos son capaces de interactuar con los complejos
antigeno — anticuerpo, uno con el otro y con membranas celulares en un complejo pero en forma adaptable para
destruir los virus y las bacterias y patoldgicamente, aun las células propias de los anfitriones. Los niveles de suero
anormales de las proteinas de complemento se puede deber ya sea a enfermedades heredadas o adquiridas. Por lo
menos los niveles de C3 y C4 que circulan reflejan un equilibrio entre el consumo de complemento debido a la
formacion de complejo y la sintesis incrementada debido a la respuesta de fase aguda. Los métodos para medir los
niveles de proteina de complemento son bien conocidos en la técnica.

Se pueden determinar los niveles de interleucinas diferentes utilizando procedimientos conocidos en la técnica tal
como utilizando el equipo de ensayo de citoquina ProteoPlex™ (EMD Biosciences Inc., CA, USA).

Agentes

El agente selectivo o0 no selectivo resulta en la destruccion, la inhibicién de la produccion, o reduccion de actividad,
de las células reguladoras. Por ejemplo, un anticuerpo especifico a CD4+ se puede utilizar para objetivar
especificamente las células T CD4+. Sin embargo, en algunos casos se puede utilizar un agente no selectivo, tal
como un farmaco anti-proliferativo o radiaciéon, ambos de los cuales destruyen las células que se dividen. En
particular, como con otros tipos de células, las células reguladoras son particularmente vulnerables a la destruccién
mediante farmacos anti-mitéticos (anti-proliferativos) o venenos antifuso (por ejemplo Vinblastina o paclitaxel)
cuando se dividen y especificamente en mitosis.
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El término “farmaco anti-proliferativo” es un término bien conocido en la técnica y se refiere a cualquier compuesto
que destruye las células que se dividen o las inhibe a partir de que se someten a proliferacién adicional. Los
farmacos anti-proliferativos incluyen, pero no se limitan a, mecloretamina, ciclofosfamida, ifosfamida, melfalan,
clorambucilo, hexametil-melamina, tiotepa, busulfan, carmustina, lomustina, semustina, estreptozocina, dacarbazina,
metotrexato, fluorouracilo, floxuridina, citarabina, mercaptopurina, tioguanina, pentostatina, vinblastina, vinblastina
anhidra, vincristina, etoposida, teniposida, dactinomicina, daunorubicina, doxorubicina, bleomicina, plicamicina,
mitomicina, L-asparaginasa, cisplatina, mitoxantrona, hidroxiurea, procarbazina, mitotano, aminoglutetimida,
prednisona, caproato de hidroxiprogesterona, acetato de medroprogesterona, acetato de megestrol, dietilstilbestrol,
etinil estradiol, tamoxifen, propionato de testosterona, is6topos radioactivos, cadena de ricina A, taxol, toxina de
difteria, colchicina y exotoxina A de seudomonas.

Los agentes se administran usualmente en las formas de dosificacién que ya estan disponibles para el médico
experto, y se administran generalmente en sus cantidades normalmente prescritas (as por ejemplo, las cantidades
descritas en el Physician’s Desk Reference, 55th Edicion, 2001, o las cantidades descritas en la literatura del
fabricante para el uso del agente).

En una realizacion, se administra el agente como un Unica inyeccion de bolo. En otra realizacién, se administra el
agente mediante infusion. El periodo de infusion puede ser, por ejemplo, por lo menos 3 horas, por lo menos 12
horas o por lo menos 24 horas.

Los estudios recientes han sugerido que las células T CD4+CD25+ cumplen un funcién importante en la regulacion
de las células inmunes dirigida contra auto-antigenos (Salomon et al, 2000; Suri-Payer and Cantor, 2001).
Adicionalmente, se ha mostrado las células T CD4+CD25+ que estan dirigidos a mejorar la capacidad de un animal
para controlar el crecimiento del tumor (Onizuka et al, 1999; Shimizu et al, 1999; Sutmuller et al, 2001). De acuerdo
con lo anterior, las células T CD4+CD25+ pueden actuar como células reguladoras como se utiliza aqui. La actividad
de la células T CD4+CD25+ se puede regular por descenso mediante anti-GITR, anti-CD28 y/o anti-CTLA-4 (Read et
al, 2000; Takahashi et al, 2000; Shimizu et al, 2002). Asi, estos anticuerpos pueden ser Utiles como agentes para
uso en los métodos de la presente invencion.

Otro ejemplo de un agente que se puede administrar en un método de la invencion es dsARN. Se utiliza dsARN en
la interferencia de ARN (ARNi) que es un fenédmen donde luego de la introduccion en una célula, el homélogo de
mMARN al dsARN se degrada especificamente de tal manera que se suprime la sintesis de los productos génicos.
Ejemplos de tal un agente que origina ARNi incluyen, pero no se limitan a, una secuencia que tiene por lo menos
aproximadamente 70% de homologia con la secuencia de acido nucleico de un gen objetivo o una secuencia que se
puede hibridar bajo estrictas condiciones, el ARN que contiene una porcidn bicatenaria que tiene una longitud de por
lo menos 10 nucledtidos o variantes de los mismos. Ejemplos de genes objetivos incluyen, pero no se limitan a, un
gen adquirido para replicacion de una célula reguladora, un gen adquirido para supervivencia de una célula
cancerigena, o un gen adquirido para crecimiento y/o replicacion de un agente infeccioso.

Se puede utilizar el dSARN que tiene una longitud de aproximadamente 20 bases (por ejemplo, aproximadamente
representativamente 21 a 23 bases) 0 menos de aproximadamente 20 bases, que se llaman siARN en la técnica. La
expresion de siARN en las células puede suprimir la expresion de un gen objetivado por el siARN. En otra
realizacién, un agente capaz de originar ARNi puede tener una estructura de horquilla corta que tiene una porcion
adhesiva en el terminal 3’ (shARN; ARN de horquilla corta). Como se utiliza aqui, el término “shARN” se refiere a una
molécula de aproximadamente 20 o mas pares base en los que un ARN monocatenario parcialmente contiene una
secuencia de base palindrémica y forma una estructura bicatenaria alli (es decir, una estructura de horquilla). El
shARN se puede sintetizar artificial y quimicamente. Alternativamente, el shARN se puede producir al unir las hebras
codificantes y anticodificantes de una secuencia de ADN en direcciones inversas y sintetizar el ARN in vitro con
polimerasa de ARN T7 utilizando el ADN como una plantilla. La longitud de la porcién bicatenaria no se limita
particularmente, pero es preferiblemente aproximadamente 10 o mas nucleétidos, y mas preferiblemente
aproximadamente 20 o mas nucledtidos. El extremo 3’ sobresaliente puede ser preferiblemente ADN, mas
preferiblemente ADN de por lo menos 2 nucleétidos en longitud, y ain méas preferiblemente ADN de 2-4 nucledtidos
en longitud.

Se puede sintetizar de forma artificial un agente capaz de originar ARNi Util para la invencion (quimicamente o
bioquimicamente) o que ocurre naturalmente. No hay sustancialmente diferencia entre los términos del efecto de la
presente invencion. Un agente sintetizado quimicamente se purifica preferiblemente mediante cromatografia liquida
o similar.

También se puede producir un agente capaz de originar ARNi utilizado en la presente invencion in vitro. En este
sistema de sintesis, se puede utilizar la polimerasa ARN T7 y el promotor T7 para sintetizar los ARN codificantes y
anticodificante de la plantilla de ADN. Estos ARN se hibridan y después se introducen en una célula.
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El dsARN se puede suministrar al paciente utilizando cualesquier medios conocidos en la técnica. Ejemplos de
métodos para suministrar dSARN a un paciente se describen en, por ejemplo, la US 20040180357, US 20040203024
y 20040192629.

Tiempo de Exposicion del Sujeto al Agente

Para el investigador que aplica aleatoriamente un Unico tratamiento de quimioterapia anti-proliferativa a un paciente
con cancer existe una oportunidad aproximada de 1 en 14, a 1 en 15 de conseguir el momento oportuno. Una
oportunidad uno en catorce es igual a un 7% de probabilidad de aplicar la terapia en el dia correcto, cuando las
células reguladoras son vulnerables a la inactivacion. Si esto se hace, el tumor debe retroceder mediado por la
destrucciéon inmune. Mas especificamente, nuestra hipétesis es que una vez se han removido las células
reguladoras mediante intervencién terapéutica, la respuesta inmune contra el tumor o virus puede proceder sin
obstaculos, llevando en Ultima instancia al control de la enfermedad.

Mientras que no se desea estar limitado por la teoria, se considera que el numero relativo de células efectoras se
expande en respuesta a un antigeno antes de las células reguladoras. De acuerdo con lo anterior, el tiempo de la
administracion del agente es tal que el agente ejerce un efecto proporcionalmente mayor contra las células
reguladoras que contra las células efectoras. Es preferible claramente que se administre el agente en un momento
cuando es mayor la relacion de efecto contra las células reguladoras que el efecto contra las células efectoras.

Como se sefiald anteriormente, la presente invencion se base en el fenémeno que el sistema inmune es ciclico
durante un periodo de aproximadamente 14 a 15 dias en un paciente que sufre de una enfermedad caracterizada
por la produccién de células reguladoras. En muchos casos, el punto de tiempo en el que se debe administrar el
agente necesitara ser determinado de forma empirica en los sujetos en etapas diferentes de la enfermedad ya que
sus pueden variar sus cinéticas de respuesta inmune. Otros factores tales como la salud general del sujeto y/o la
composicion genética del sujeto también impactaran cuando es el momento apropiado para administrar el agente.

Como se apreciara por parte del experto, las afecciones tales como céncer y infeccién persistente crénica son
enfermedades serias, que a menudo amenazan la vida. Debido a muchos factores, no menos de los cuales son
variaciones naturales entre los individuos, se requerira tipicamente que un paciente se monitoree durante un periodo
de tiempo razonable para apreciar la naturaleza del ciclo inmune en el individuo, y para que el monitoreo analice un
namero de factores (tales como una combinacion de marcadores de fase aguda y antigenos contra enfermedades),
para determinar en ultima instancia el momento méas apropiado para administrar el agente para optimizar las
oportunidades de un tratamiento efectivo.

Se pueden utilizar técnicas conocidas en el arte para monitorear la poblacion creciente de células efectoras y/o
reguladoras durante el “ciclo”.

Se pueden recolectar muestras de sangre en serie y detectar cuantitativamente para todos los subconjuntos de
CD4+ mediante analisis FACS. Este monitoreo FACS necesitara ser mantenido hasta que las células reguladoras
inician expansion clénica en respuesta al estado de enfermedad, ya sea producidas por el tumor o administradas al
sujeto. Otros posibles ensayos para monitorear la poblacién creciente de células reguladoras incluyen ensayos de
proliferacién/ activacion de linfocitos y varios ensayos de nivel de citoquina (por ejemplo un ensayo para IL-4, IL-6 0
IL-10).

También, se pueden recolectar muestras de sangre en serie y detectar cuantitativamente para toda la actividad de
célula efectora tal como pero no se limita a CD8+, CRP, SAA y varias citoquinas. Tales marcadores de célula
efectora precederan los marcadores de célula reguladora.

Cuando la enfermedad es céncer otra via para determinar el punto de tiempo para administrar el agente es
monitorear la carga de tumor. Se prevé que la carga de tumor disminuye debido a la actividad de las células
efectoras, sin embargo, el incremento posterior en las células reguladoras podria regular en forma descendente las
células efectoras lo que resulta en una desaceleracion de la disminucion de la carga de tumor. De acuerdo con lo
anterior, el agente se puede administrar aproximadamente antes que se desacelere la disminucién de la carga de
tumor. Las técnicas conocidas en el arte, por ejemplo RT-PCR o deteccion de anticuerpo, de marcadores
expresados por el tumor, se pueden utilizar para medir la carga de tumor en estas circunstancias. Ejemplos de
ensayos de marcador de antigeno de tumor adecuados incluyen, pero no se limitan a, AFP (marcador para
carcinoma hepatocelular y tumores de célula germen), CA 15-3 (marcador para numerosos canceres que incluyen
cancer de mama), CA 19-9 (marcador para numerosos canceres que incluyen cancer pancreatico y tumores del
tracto biliar), CA 125 (marcador para varios canceres que incluyen cancer de ovario), calcitonina (marcador para
varios tumores que incluyen carcinoma medular de tiroides), catecolaminas y metabolitos (faeocromoctoma), CEA
(marcador para varios canceres que incluyen canceres colorectales y otros canceres gastrointestinales), hCG/beta
hCG (marcador para varios canceres que incluyen tumores de célula germen y coriocarcinomas), 5HIAA en orina
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(sindrome carcinoide), PSA (cancer de proéstata), sertonina (sindrome carcinoide) y tiroglobulina (carcinoma de
tiroides).

El monitoreo puede necesitar ser muy frecuente, por ejemplo tan a menudo como cada pocas horas, para asegurar
el punto de tiempo correcto seleccionado para la administracion del agente. Preferiblemente, el monitoreo por lo
menos cada 48 horas. Mas preferiblemente, el monitoreo se conduce por lo menos cada 24 horas.

Optimamente, el monitoreo se continla para determinar el efecto del agente. La regulacion por descenso
insuficiente, reemergencia de las células reguladoras o incrementos en, por ejemplo, la carga de tumor significaran
que se debe repetir el método de la presente invencion. Tales ciclos de tratamiento repetidos pueden generar
memoria inmunoldgica. Es por lo tanto posible que la presente invencion, utlizada en modo repetido, pueda
proporcionar algun efecto protector profilactico.

Vacunas

Como se sefiald anteriormente, el inventor también ha notado que después de un estudio de la bibliografia que el
tratamiento de una variedad de cdnceres con vacunas terapéuticas, en promedio produce un indice de respuesta
completo de aproximadamente 10% (ver, por ejemplo, Trefzer et al, 2004; Lotem et al., 2004; Smithers et al., 2003;
Belli et al., 2002; Berd et al., 2001; Wittig et al., 2001). Esto implica una ventana de oportunidad de la aplicacién
terapéutica de 1.5 dias cada 14 dias (10%). Esto es similar y asi dentro del &mbito de la probabilidad de los indices
de respuesta completa de aproximadamente 7% (1 dia en 14) ver en quimioterapia de cancer reportada aqui. Asi, se
opera un mecanismo similar en la situacion de vacuna situacion por lo cual la inoculaciéon de una vacuna contra el
cancer en el paciente en el momento correcto es suficiente para molestar los mecanismos/células reguladoras que
permiten a los efectores matar el tumor lo que resulta en una respuesta completa.

Naturalmente, las vacunas utilizadas en la presente invencion resultardn en una respuesta inmune contra una
enfermedad caracterizada por la produccion de células reguladoras. Tal vacuna comprendera por lo menos un
antigeno, o un polinucleétido que codifica dicho antigeno. Se puede proporcionar la vacuna como cualquier forma
conocida en la técnica tal como, pero no limitada a, una vacuna de ADN, ingestién de un organismo transgénico que
expresa el antigeno, o composicién que comprende el antigeno.

Como se utiliza aqui, un “antigeno” es cualquier secuencia de polipéptido que contiene un epitopo que es capaz de
producir una respuesta inmune contra la enfermedad.

Los antigenos que son capaces de elevar una respuesta inmune contra una célula cancerigena son bien conocidos
en la técnica. Ciertos antigenos de tumor se pueden reconocer y objetivar por el sistema inmune. Esta propiedad
puede ser debido a la sobreexpresiéon mediante el tejido de tumor. Se pueden detectar algunos de estos antigenos
en el tejido normal. Los antigenos de tumor dirigidos por las células T son generalmente proteinas que se procesan
intracelularmente y se presentan como fragmentos de péptido cortos unidos en la ranura del tumor la molécula | de
clase MHC para ser reconocido por los linfocitos T citotéxicos CD8+. La sola presencia de un antigeno de tumor no
es siempre suficiente para activar una respuesta inmune. Se requieren algunas veces las moléculas co-activadoras
tales como B7.1. Una vez se estimulan las células T especificas a antigeno, ellas son capaces de reconocer y
destruir el tumor. Las condiciones necesarias para la activacion de células T especificas a antigeno son estrictas,
pero se abren a la manipulacion genética de las células de tumor objetivo y células T.

Los antigenos que se pueden utilizar para tratar infecciones, tales como VIH, con bien conocidos en la técnica.

Se puede proporcionar el antigeno en una forma conocida en la técnica que lleva a una respuesta inmune. Un
antigeno puede ser, por ejemplo, natural, recombinante o sintético. Se pueden preparar los antigenos naturales, por
ejemplo, al proporcionar lisatos celulares de una célula de tumor.

Se pueden preparar las vacunas a partir de uno o mas antigenos. La preparacion de vacunas que contiene un
antigeno se conoce por un experto en la técnica. Tipicamente, se preparan tales vacunas como inyectables, u
orales, ya sea como soluciones o suspensiones liquidas; también se pueden preparar las formas sélidas para
solucion en, o suspension en, liquido antes de inyeccion o consumo oral. La preparacion también se puede
emulsificar, o encapsular la proteina en liposomas. El antigeno se mezcla a menudo con portadores/ excipientes que
son farmacéuticamente aceptables y compatibles con el ingrediente activo. Los portadores /excipientes son, por
ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa, glicerol, etanol, o similar y combinaciones de los mismos.

En adicion, si se desea, la vacuna puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes
de humectaciéon o emulsificantes, agentes que amortiguan el pH, y/o adyuvantes que mejoran la eficacia de la
vacuna.
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Tipicamente, las vacunas comprenden un adyuvante. Como se utiliza aqui, el término “adyuvante” significa una
sustancia que no mejora especificamente la respuesta inmune a un antigeno. Ejemplos de adyuvantes que pueden
ser efectivos incluyen pero no se limitan a: N-acetil-muramil-L- treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-nor-
muramil-L-alanil- D-isoglutamina (CGP 11637, denominado como nor-MDP), N-acetilmuramil-L- alanil-D-
isoglutaminil-L- alanina-2-(1-2- dipalmitoil- sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)- etilamina (CGP 19835A, denominado como
MTP-PE), y RIBI, que contiene tres componentes extraidos de bacterias, lipido A monofosforilo, dimicolato de
trehalosa y esqueleto de pared celular (MPL+TDM+CWS) en una emulsion de 2% de escualeno/Tween 80. Ejemplos
adicionales de adyuvantes incluyen hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de potasio aluminio (alimina),
endotoxina bacteriana, lipido X, Corynebacterium parvum (Propionobacterium acnes), Bordetella pertussis,
poliribonucledtidos, alginato de sodio, lanolina, lisolecitina, vitamina A, saponina, liposomas, levamisol, DEAE-
dextran, copolimeros de bloqueo u otros adyuvantes sintéticos. Tales adyuvantes estan disponibles comercialmente
de varias fuentes naturales, por ejemplo, Adyuvante Merck 65 (Merck and Company, Inc., Rahway, N.J.) o
Adyuvante Incompleto y Completo de Freund (Difco Laboratories, Detroit, Michigan).

Se puede variar la proporcién de antigeno y adyuvante durante un amplio rango siempre y cuando este presente en
cantidades efectivas. Por ejemplo, puede estar presente hidréxido de aluminio en una cantidad de aproximadamente
0.5% de la mezcla de vacuna (base Al;Os). Convenientemente, se formulan las vacunas por contener una
concentracion final de polipéptido antigénico en el rango de 0.2 a 200 ug/ml, preferiblemente 5 a 50 pg/ml, mas
preferiblemente 15 pg/ml.

Después de la formulacién, se puede incorporar la vacuna en un contenedor estéril que luego se sella y se almacena
e una baja temperatura, por ejemplo 4° C, o se puede secar por congelamiento. La liofilizacion permite
almacenamiento a largo plazo en la forma estabilizada.

Se administran de forma convencional las vacunas parenteralmente, mediante injecién, por ejemplo, ya sea
subcutaneamente o intramuscularmente. Las formulaciones adicionales que son adecuadas para otros modos de
administracion incluyen supositorios y, en algunos casos, formulaciones orales. Para los supositorios, aglutinantes
tradicionales y portadores pueden incluir, por ejemplo, glicoles de polialquileno o triglicéridos; se pueden formar tales
supositorios a partir de mezclas que contienen el ingrediente activo en el rango de 0.5% a 10%, preferiblemente 1%
a 2%. Las formulaciones orales incluyen tales excipientes empleados normalmente como, por ejemplo, grados
farmacéuticos de manitol, lactosa, almiddén, estearato de magnesio, sacarina de sodio, celulosa, carbonato de
magnesio, y similares. Estas composiciones toman la forma de soluciones, suspensiones, comprimidos, pildoras,
cépsulas, formulaciones de libracion sostenida o polvos y contienen 10% a 95% del ingrediente activo,
preferiblemente 25% a 70%. Cuando se liofiliza la composiciéon de vacuna, se puede reconstituir el material liofilizado
antes de la administracion, por ejemplo como una suspension. Se efectia preferiblemente la reconstitucién en
amortiguador.

Se pueden proporcionar cépsulas, comprimidos y pildoras pasa la administracion oral a un paciente con un
recubrimiento entérico que comprende, por ejemplo, Eudragit “S”, Eudragit “L”, acetato de celulosa, eftalato acetato
de celulosa o hidroxipropilmetil celulosa.

La vacuna de ADN involucra la introduccion in vivo directa de ADN que odifica un antigeno en los tejidos de un
sujeto para expresion del antigeno mediante las células del tejido del sujeto. Tales vacunas se denominan aqui
“vacunas de ADN” o “vacunas basadas en acido nucleico”. Se describen vacunas de ADN en la US 5,939,400, US
6,110,898, WO 95/20660 y WO 93/19183, las descripciones de las cuales se incorporan aqui como referencia en su
totalidad.

A la fecha, la mayoria de las vacunas de ADN en los sistemas de mamifero se han basado sobre los promotores
viricos derivados de citomegalovirus (CMV). Estos tienen una buena eficacia en la inoculacion en el musculo y la piel
en un numero de especies de mamifero. Un factor que se sabe afecta la respuesta inmune provocada por la
inmunizacién con ADN es el método de suministro de ADN, por ejemplo, las rutas parenterales pueden producir
bajos indices de transferencia de gen y producir considerable variabilidad de la expresion de gen. La alta velocidad
de inoculacion de plasmidos, utilizando una pistola de gen, mejorar las respuestas inmunes en los ratones,
presumiblemente debido a una mayor eficiencia de la transfeccion de ADN y presentacion de antigeno mas efectiva
mediante células dendriticas. También se pueden introducir los vectores que contienen vacuna basada en acido
nucleico en el anfitrion deseado mediante otros métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, transfeccion,
electroporacion, microinyeccion, transduccion, fusiéon celular, dextrano DEAE, precipitacion de fosfato de calcio,
lipofeccion (fusién de lisosoma), o un transportador de vector de ADN.

Se pueden construir plantas transgénicas que producen un polipéptido antigénico utilizando procedimientos bien
conocidos en la técnica. Un nimero de vacunas comestibles derivadas de plantas se desarrollan actualmente para
ambos patdégenos animales y humanos. Las respuestas inmunes también han resultado de la inmunizacién oral con
plantas transgénicas que producen particulas similares a virus (VLPs), o virus de plantas quiméricas que exhiben
epitopos antigénicos. Se ha sugerido que la forma particulada de estos virus VLP o quiméricos puede resultar en
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mayor estabilidad del antigeno en el estémago, incrementando de forma efectiva la cantidad de antigeno disponible
para la absorcion en el intestino.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

Se proporcionan adelante ejemplos de ensayos tipicos utilizados para monitorear algunos marcadores inflamatorios
de fase aguda, asi como también el marcador de cancer de ovario CA125.

Proteina Reactiva C

Se mide la proteina reactiva C utilizando un Analizador de Quimica DADE Behring Dimension RxL, con reactivos y
calibradores suministrado por Dade Behring Diagnostics (Sydney, Australia) (reactivo-Cat No. DF-34; calibradores
Cat. No. DC-34).

El método CRP se basa en una técnica de inmunoensayo turbidimétrico mejorado de particula. Las particulas de
latex recubiertas con el anticuerpo a la proteina reactiva C se agregan en la presencia de proteina reactiva C en la
muestra. El incremento en la turbidez que acompafia la agregacion es proporcional a la concentracion de la proteina
reactiva C.

PRECISION INTRAENSAYO PRECISION INTERENSAYO
MEDIA

mglL cv N

MEDIA mg/L Ccv N

3.4 4.3% 20 4.6 5.6% 64

PRECISION INTRAENSAYO
MEDIA mg/L CV N

57.5 2.3% 20

PRECISION INTERENSAYO
MEDIA mg/L CV N

37.0 3.0% 64

225.8 2.0% 20

RANGO DE REFERENCIA: 0 - 5 mg/L

RANGO ANALITICO: 0.5 - 500 mg/L

Antigeno de cancer 125 (CA125)

El AxXSym CA 125 se basa en la Tecnologia de Inmunoensayo de Enzima de Microparticula (MEIA) llevada a cabo
en Abbott Diagnostics AxXSym con reactivos y calibradores suministrado por Abbott Diagnostics (AXSym Reagent
pack-Cat No. 3B41-22; calibradores-Cat No. 9C22-01).

La muestra, las microparticulas recubiertas Anti CA 125 y el diluyente de espécimen se pipetean en un pozo del
matraz de reaccion. EI CA 125 que une a las microparticulas recubiertas con Anti-CA 125 forman un complejo Ab-
Ag. Una alicuota de la mezcla de reaccion que contiene el complejo Ab-Ag vinculado a las microparticulas se unen
irreversiblemente a la matriz de fibra de vidrio. La célula de matriz se laca con amortiguador de lavado para remover
los materiales no vinculados. El conjugado ALP especifico de subunidad anti-CA 125 se dispersa en la célula de
matriz y se une con el complejo Ab-Ag. La célula de matriz se lava para remover el material no vinculado. El
sustrato, 4-metil umbeliferil fosfato, se agrega a la célula de matriz y el producto fluorescente se mide por el
ensamble dptico MEIA.

Se hacen diluciones con diluyente de especimen Abbott CA 125 (No. 3B41-50).
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El coeficiente de Variacion como se evalla del suero de control de calidad de rutina en dos niveles (Control de
Marcador de Tumor Abbott (niveles 9C22-10 1, 2 & 3) es como sigue:

MEDIA DE CV% N

NIVEL 1 u/mL 27 2.5 9.4 64
NIVEL 2 u/mL 78 5.5 7.1 64
NIVEL 3 u/mL 211 21.4 10.2 54

RANGO DE REFERENCIAS: 0 -35 U/mL

RANGO ANALITICO: 2 - 600 U/mL

Receptor de Interleuquina 2 (IL2R)

El receptor de la interleuquina 2 de citoquina (IL2R) se mide por un Ensayo de Inmuno Enzima quimioluminiscente
automético comercial (EIA) utilizando un Analizador Immulite de Diagnostic Products Corporation (Los Angeles, CA,

USA).

Esto es un inmunoensayo competitivo utilizando IL2R marcado con Fosfatasa Alcalina como traza y adamantil
dioxetano como sustrato luminescente para la enzima ALP.

Todos los reactivos y calibradores se suministran en la forma de equipo por DPC - Cat No. LKIPZ. Desempefio
analitico:

MEDIA DE CV%
NIVEL 1 213 U/mL 13 6.1
NIVEL 2 752 U/mL 49 6.5
NIVEL 3 2463 U/mL 189 7.7

RANGO ANALITICO: 5 - 7,500 U/mL
RANGO DE REFERENCIA: 223 - 710 U/mL*

*El estudio se desarrolla en 87 adultos aparentemente
saludables

Interleuquina 6

La interleuquina 6 citoquina se mide por un Ensayo de Inmuno Enzima automatico comercial (EIA) utilizando un
Analizador Immulite de Diagnostic Products Corporation (Los Angeles, CA, USA).

Esto es un inmunoensayo competitivo utilizando IL-6 marcado con Fosfatasa Alcalina como traza y adamantil
dioxetano como sustrato luminiscente para enzima ALP.

Todos los reactivos y calibradores se suministran en la forma de equipo por DPC - Cat No. LK6PZ. Desempefio
analitico:

MEDIA DE CV %
NIVEL 1 88 pg/mL 4.5 51
NIVEL 2 230 pg/mL 12.2 5.3
NIVEL 3 63 8 pg/mL 46.6 7.3
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RANGO ANALITICO: 2- 1000 pg/mL
RANGO DE REFERENCIA: < 4.1 pg/mL*

*Estudio desarrollado en 60 voluntarios de laboratorio
aparentemente saludables

Interleuquina 10

La interleuquina 10 de citoquina se mide mediante un Ensayo de Inmuno Enzima quimioluminiscente automatico
comercial (EIA) utilizando un Analizador Immulite de Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, Ca USA.

Esto es un inmunoensayo competitivo utilizando IL-10 marcado con Fosfatasa Alcalina como traza y adamantil
dioxetano como sustrato luminiscente para la enzima ALP.

Todos los reactivos y calibradores se suministran en la forma de equipo por DPC - Cat No. LKXPZ. Desempefio
analitico:

MEDIA DE CV %
NIVEL 1 18.2 pg/mL 1.8 9.9
NIVEL 2 46.0 pg/mL 2.2 438
NIVEL 3 177 pg/mL 8.0 45

RANGO ANALITICO: 5 -1000 pg/mL
RANGO DE REFERENCIA: < 9.1 pg/mL*

*Estudio desarrollado en 55 adultos aparentemente saludables

Amiloide A de suero
Las particulas de poliestireno recubiertas con anticuerpos para SAA humano se aglutinan cuando se mezcla con
muestras que contienen SAA. La intensidad de la luz dispersa en el nefelémetro depende de la concentracion del
analito en la muestra y posteriormente su concentracion se puede determinar mediante comparacion con diluciones
de un estandar de concentracion conocida.

IMPRECISION: CV 4.7% @ 192 mg/L N=404

CV 2.8% @ 7.0 mg/L N=40

RANGO DE REFERENCIA: En una poblacién con niveles de CRP en
suero normales (95avo percentil = 5.0 mg/L N=483) el 95avo
percentil para el Latex N SAA se encuentra que es 6.4 mg/L RANGO
ANALITICO: 3.0 - 200 mg/L

Complemento C3

El método automatico utilizado para medir la concentracion de complemento C3 en las muestras de suero mediante
andlisis nefelométrico utilizando un analizador Dade Behring ProSpect con reactivos y calibradores suministrado por
Dade Behring Diagnostics (Sydney, Australia).

La solucién de antigeno soluble (muestra) y los anticuerpos especificos (antisuero Cat No. OSAP 15) se mezclan en
las cubetas de reaccion. Los complejos de anticuerpo-antigeno insolubles forman inmediatamente, producir la
turbidez en la mezcla e incrementa la cantidad de luz dispersa por la solucién. Luego de un periodo de incubacién la
absorbancia de la solucion se mide en la longitud de onda analitica.
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IMPRECISION: CV 5.5% @ 1.05 g/L N=61
CV 3.2% @ 2.70 g/L N=61
RANGO DE REFERENCIA: 0.81 - 1.85 g/L

RANGO ANALITICO: 0.10 - 3.50 g/L

Complemento C4

El método automatico utilizado para medir la concentracion de complemento C4 en muestras de suero mediante
analisis nefelométrico utilizando un analizador Dade Behring ProSpect con reactivos y calibradores suministrado por
Dade Behring Diagnostics (Sydney, Australia).

La solucién de antigeno soluble (muestra) y los anticuerpos especificos (antisuero Cat No. OSAO15) se mezclan en
las cubetas de reaccion. Los complejos de anticuerpo-antigeno insolubles se forman inmediatamente, produciendo
turbidez en la mezcla e incrementado la cantidad de luz dispersa mediante la solucion. Luego de un periodo de
incubacién la absorbancia de la solucion se mide en la longitud de onda analitica.

IMPRECISION: CV 4.7% @ 0.20 g/L N=61

CV 3.8% @ 0.53 g/L N=61

RANGO DE REFERENCIA: 0.10 - 0.40 g/L

RANGO ANALITICO: 0.03 - 1.50 g/L

Ejemplo 2

Se monitorea un paciente con cancer de ovario hembra joven durante aproximadamente 12 dias para fluctuaciones
en los niveles de proteina c reactiva, amiloide A de suero y el marcador de tumor CA125. Se desarrolla monitoreo
utilizando pruebas de laboratorio estdndar en muestras de sangre recolectadas dia de por medio. El paciente no se
ha expuesto recientemente a ninguna terapia anti-cancer. Adicionalmente, no existe evidencia que el paciente sufre
de cualesquier enfermedades diferentes a cancer. El CA125 (un marcador de cancer de ovario) se monitorea como
un indicador de la carga de morbilidad.

Como se muestra en la Figura 1A, los niveles de proteina reactiva C (CRP) afiadida al inicio del periodo de
monitoreo. Adicionalmente, como se muestra en la Figura 1B se elevan los niveles de amiloide A de suero al mismo
tiempo del pico CRP.

Estos resultados indican que;

i) los niveles de proteinas inflamatorias de fase aguda se fluctian en un paciente con cancer en la ausencia
cualesquier otros factores conocidos que pueden originar estas fluctuaciones tales como infeccion virica o
quimioterapia,

i) los niveles elevados de proteinas inflamatorias de fase aguda se asocian con los niveles inferiores de antigeno de
tumores que sugieren la presencia de células efectoras, y

iii) los niveles incrementados de antigeno de tumor se asocian con los niveles inferiores de proteinas inflamatorias
de fase aguda que sugieren que las células reguladoras han contrarrestado la actividad benéfica de las células
efectoras de tal manera que estas células no son mas activas contra las células de tumor.

Ejemplo 3

Un sujeto humano que sufre de una infeccion de VIH se somete a terapia antiretrovirica altamente activa (HAART)
durante por lo menos 6 meses y luego se toma del tratamiento. Se determinan los niveles de proteina reactiva C
utilizando técnicas estandar en muestras obtenidas durante y después de la complecion de HAART.

Como se ve en la Figura 2, los resultados muestran que luego de conclusién de los niveles de proteina reactiva C
HAART inician en el ciclo, el pico aproximadamente cada 14 dias.
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Ejemplo 4

Se utiliza suero CRP para monitorear la respuesta inmune en el paciente con VIH quien ha detenido su terapia anti-
retrovirica (Figura 3). En este estudio los niveles CRP imitan fluctuaciones de carga virica cuando las respuestas
inmunes prenden y apagan (Figura 3). Es interesante notar que estas fluctuaciones CRP tienen un ciclo aproximado
de 14 dias.

Ejemplo 5

La base de datos “Pubmed” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) se busca para los resimenes de articulos de periédico
que describe los resultados de ensayos clinicos Fase Il o Fase Il utilizando agentes anti-cancer (tal como vinblastina
y taxol) para el tratamiento de cancer. Otros criterios que se utilizan para seleccionar los “resimenes” son que el
cancer esta en una etapa tardia (etapa Ill o etapa 1V) y la enfermedad se ha diseminado. Algunos estudios utilizan
un farmaco Unico mientras se utilizan otras combinaciones. No se utilizan otros criterios y estudios con un indice de
respuesta completa atipica no se cuenta.

El indice de respuesta completa (como se indica en los resimenes) para cada ensayo se utiliza para determinar el
indice de respuesta promedio completo de cada tipo de cancer. Los resultados se proporcionan como la Tabla 1.
Notablemente, el indice de respuesta promedio completo varia solo un grado pequefio, a saber entre 5.1 a 8.2%
para todos los canceres analizados. Se utilizan los resultados proporcionados en la Tabla 1 para determinar el indice
de respuesta promedio completa general. Este indice de respuesta completa promedio es 6.6% sobre por lo menos
10 tipos diferentes de canceres cuando se consideran los 144 ensayos analizados.

Con respecto especifico a los datos proporcionados para el cancer de ovario se debe notar que un estudio (Adachi
et al., 2001) observa un indice de respuesta completa 25% que es muy grande comparado con los otros 143
ensayos. Este estudio observa ocho pacientes, con dos pacientes que proporcionan un indice de respuesta
completa. Aunque esto esta bien dentro del ambito de la posibilidad, si se ignora el estudio el indice de respuesta
completo general para los estudios de cancer de ovario restantes es 7.1 %.

Los indices de respuesta completa son remarcablemente consistentes entre los diferentes canceres, y sus
regimenes de tratamiento, que sugiere un factor destacado relevante para todos los canceres y sus tratamientos.
Como se describe aqui, este factor es que el sistema inmune se cicliza. De acuerdo con lo anterior, se puede
argumentar que los indices de respuesta completa proporcionados en la Tabla 1 son el resultado del agente anti-
cancer que se administra en un momento apropiado de tal manera que los niumeros de células efectoras se
maximizan mientras se reducen los nimeros de células reguladoras o se remueven, o la actividad se subregula o se
compromete, mediante el agente anti-cancer suficiente para provocar una respuesta completa.

Tabla 1 — indices de Respuesta Completa que Resultan de Ensayos Clinicos con Farmacos Anti-Cancer contra
Varios Canceres.

Tipo de céancer indice de Respuesta Completa (%) Numero of Ensayos
Mesotelioma® 5.1 10
Gastrico” 7.33 15

6.6 8
Hepatocelular® Pancreatico®

7.35 4
Melanoma® 7.5 15
Préstata’ 5.15 7
Pulmon NSC* 5.85 6
Mama" 7.36 19
Ovario' 8.2 15
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Colorectal 6.85 28

Varios 6.0 17

% Tsavaris et al (1997), Monnet et al (2002), Pinto et al (2001), Kindler et al (1999), Yogelzang et al (1997), Planting
et al (1995), Chahinian et al (1993), Raghavan et al (1990), Henss et al (1988) y Mbidde et al (1986).

b Kollmannsberger et al (2000), Sugimachi et al (2000), Jeen et al (2001), Yamada et al (2001), Aitini et al (2001),
Cho et al (2002), Komek et al (2002), Hofheinz et al (2002), Constenla et al (2002), Kim et al (2002), Louvet et al
(2002), Kikuyama et al (2002), Bar Sela et al (2002), Murad et al (1999) y Sakata et al (1998).

¢ Porta et al (1995), Pohl et al (2001), Oon et al (1980), Choi et al (1984), Zeng et al (1998), Carr et al (1997), Patt et
al (2003) y Leung et al (1999). Murad et al (2003), Ashamalla et al (2003), Safran et al (2002) y Sherman et al
(2001).

° Retsas et al (1996), Nathan et al (2000), Bafaloukos et al (2002), Bafaloukos et al (2002), Buzaid et al (1998),
Gibbs et al (2000), Atkins et al (2002), Gundersen et al (1989), Johnson et al (1985), Nystrom et al (2003), Einzig et
al (1991), Bedikian et al (1995), Einzig et al (1996), Nathan et al (2000) y Chapman et al (2002).

"Hudes et al (1997), Kelly et al (2001), Savarese et al (1999), Small et al (2001), Savarese et al (2001), Trivedi et al
(2000) y Picus et al (1999).

9 Mariotta et al (2002), Recchia et al (2002), Perng et al (2000), Ginopoulos et al (1999), Paccagnella et al (1996) y
Agelaki et al (2001).

h Freyer et al (2003), Morabito et al (2003), Kosmas et al (2003), Gebbia et al (2003), Thomas et al (1994), Romero
et al (1994), Pectasides et al (2001), Frasci et al (2002), Stathopoulos et al (2002), Gomez-Bernal et al (2003), Freyer
et al (2003), Komek et al (1998), Michelotti et al (1996), Kakolyris et al (1999), Twelves et al (1994), Fumoleau et al
(1993) y Ibrahim et al (1999).

"Lietal (2002), Sehouli et al (2002), Rose et al (2003), Faivre et al (2002), Dieras et al (2002), Adachi et al (2001),
Sutton et al (1994), McClay et al (1995), Manetta et al (1994), Guastalla et al (1994), Covens et al (1992), Einzig Al.
(1994), Kjorstad et al (1992), Ozols et al (1984), Planner et al (1996) y Amadori et al (1997).

! Cassinello et al (2003), Glimelius et al (2002), Calvo et al (2002), Scheithauer et al (2002), Neri et al (2002), Falcone
et al (2001), Kouroussis et al (2001), Meropol et al (2001), Comella et al (2000), Cascinu et al (1999), Sobrero et al
(1995), Gamelin et al (1998), Romero et al (1998), Beerblock et al (1997), Blanke et al (1997), Grem et al (1993),
Jeremic et al (1993), Posner et al (1992), Sinnige et al (1990), LoRusso et al (1989), Petrelli et al (1989), Valdivieso
et al (1981), Cassinello et al (2003), Reina et al (2003), Comella et al (1999), Neri et al (1998), Pyrhonen et al (1992)
y Beck et al (1984).

kK canceres incluyendo carcinoma de célula renal, adenocarcinoma, carcinoma de célula escamosa, cancer cervical
uterino, glioblastoma multiforme, osteosarcoma metastésico, cancer urotelial y cancer endometrial. Descrito por
Schomagel et al (1989), Liu et al (2001), Forastiere et al (1987), Okuno et al (2002), Takasugi et al (1984), Hurteloup
et al (1986), Kakolyris et al (2002), Morris et al (1998), Takeuchi et al (1991), Fountzilas et al (1999), Rosenthal et al
(2000), Goorin et al (2002), Rodriguez-Galindo et al (2002), Ahmad et al (2002), DiPaola et al (2003) y Lissoni et al
(1996).

Si se considera el ciclo tipico de nimeros de célula efectora/reguladora como aproximadamente 15 dias, los datos
en la Tabla 1 sugieren una ventana de un dia para administrar la terapia anti-cancer para alcanzar un indice de
respuesta completa. Los indices de respuesta parcial en el orden de 30% se notan tipicamente lo que sugiere que
su se administra el agente en un periodo de 24 a 36 horas el lado de esto “una ventana de un dia” también pude
alcanzar un efecto benéfico.

Ejemplo 6
Paciente
El paciente es una hembra de 75 afios de edad designado aqui “Mrs OM”.

Historia
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Cirrosis de higado, enfermedad cardiaca isquémica, diabético dependiente de insulina. Diagnosticado con carcinoma
de célula escamosa de esofago inferior mediante endoscopia y biopsia/histologia Mayo 2004. El cancer resulta en el
hallazgo que al paciente le es dificil de tragar.

Descripcion del tumor

Masa circunferencia de cinco centimetros en la base del eséfago, que ocluye parcialmente el lumen. Penetracion
epitelial/mural desconocida.

Régimen de Terapia

Radioterapia aproximadamente 33 cursos de 15 minutos de duracién cada dia de la semana durante 6-8 semanas.
Quimioterapia mas limitada debido a otras condiciones médicas subyacentes.

El oncologo estd de acuerdo con dar dos aplicaciones de quimioterapia (~8hr infusion de 5 Fluorouracilo y
Carboplatina). La aplicacion se coordinaria con el ciclo/oscilacion de la respuesta inmune del paciente para intentar
subregulacion del tiempo de células reguladoras especificas de tumor ciclico.

Monitoreo e Intervencidn Terapéutica

Para detectar la oscilacion de respuesta inmune, el monitoreo de la respuesta inmune del paciente inicia el
28/5/2004, dia 1, utilizando los siguientes ensayos; CRP, SAA, C3, C4 & CA125. Se utiliza CA125 para monitorear el
progreso de la enfermedad como esto se ha reportado en la bibliografia en el caso del carcinoma de célula
escamosa del esofago.

Durante las etapas iniciales de monitoreo, el paciente reporta dificultad incrementada en hinchamiento,
probablemente debido al crecimiento del tumor. Esto se corroboré mediante un elevamiento consistente en todos los
pardmetros medidos (ver Figuras 4 a 7).

De manera interesante la subida de CA125 brevemente estancado durante un periodo de aproximadamente 24hr,
(Figura 6 dia 12-14) solo para elevar a un gradiente en forma de etapa entre este punto. Esto se interpreta como la
respuesta inmune del paciente cambia y modula el crecimiento del tumor y el marcador (CA125), solo para cambio
debido a la regulacion inmune al final del periodo de aproximadamente 24hr.

Ester periodo de aproximadamente 24hr establece el final de un ciclo de aproximadamente 14 dias y el inicio del
siguiente, y por lo tanto un punto de intervencion potencial o un punto de referencia para proyectar hacia adelante
para puntos de intervencion adicionales.

Habiendo definido el inicio y el final del ciclo de ~14 dias ahora es posible anticipar y proyectar hacia adelante un
numero de dias para estimar mejor dos puntos de intervencién quimioterapéuticos potenciales a partir de 2
semanas.

Se ha decidido tomar sangre/mediciones del paciente el Martes, Miércoles y Jueves (Figura 7, 13,14 & 15 Julio, dias
46,47 & 48, como flechas B) para definir exactamente el punto o ventana de intervencion terapéutica. Si el ciclo se
ha determinado exactamente, un pico seguido por un giro hacia abajo en el CRP se debe ver durante aquellos dias
en lo cual se lleva a cabo andlisis. (Figura 7). Este patron en el CRP se debe repetir aproximadamente 14 dias
después y mantener con la periodicidad persistente de la oscilacion de la respuesta inmune. Esto se encuentra que
es el caso (Figura 7).

Con base en los resultados CRP, el inventor recomienda al oncdélogo administrar la primera aplicacion de la
quimioterapia aproximadamente el miércoles 14/7/2004 o jueves 15/7/2004. Sin embargo, el Mrs OM ya ha
reservado la quimioterapia el viernes 16/7/2004, y el oncélogo no decide cambiar esta cita. Debido a que esta fecha
es justo después del pico en el CRP (Figura 7, como flecha C) el inventor considera que la ventana de oportunidad
se puede haber perdido debido a la aplicacién de la terapia puede ser 24hrs mas tarde. El inventor espera que en el
tiempo de la terapia se administre CRP deberia empezar a surgir de nuevo. Esta prediccion prueba ser correcta sin
efecto evidente en el tumor después de la administracién de la quimioterapia.

Se determina/predice un segundo punto de intervencion y se toma sangre el Miércoles y Jueves (Figura 7, 28 & 29
Julio, dias 63 y 64 como flecha D). La prediccién se confirma mediante un pico en el analisis CRP que indica Viernes
30/7/2004, dia 65 (Figura 7, como flecha E) como el punto de intervencién Optimo para la aplicaciéon de la
quimioterapia. Se administra quimioterapia como una infusion de 8 hr el Viernes. En esta ocasion el inventor predice
que este seria el tiempo apropiado para administrar la terapia cuando aun se reduce el CRP.
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El sabado el paciente desarrolla fiebre moderada y se siente en general mal. Temprano en la noche el Sabado 1st
Agosto, dia 67, (Figura 7, comoflecha F), el paciente presenta hemorragia en el sitio del tumor y posteriormente se
admite en el hospital. El paciente pierde aproximadamente 150mls de sangre y recibe 2 unidades de sangre este dia
y fluidos intravenosos/nutricion durante los siguientes 9 dias.

Se mide el CRP el 4/8/2004, dia 69 (Figura 7, como flecha G), y se encuentra que ha caido significativamente.

En el Gltimo dia de hospitalizacion se examina el eséfago del paciente endoscopicamente. No es evidente el tumor
(Figura 7, como flecha H).

Interpretacion

La respuesta inmune antineoplasica que oscila del paciente se libera a partir de la regulacién por el objetivo de
tiempo de células reguladoras especificas de tumor mediante la administraciébn Unica de los agentes
guimioterapéuticos en el tiempo ya designado. Esto es cuando las células reguladoras inmunes son clénicamente
activas, en mitosis y asi vulnerable a la subregulacion. Una vez liberada la regulacién la respuesta inmune
antineoplasica resulta en un episodio febril como se reporta por el paciente en el dia 66 y destruccién de tumor
posterior. La destruccion de tumor mediada inmune resulta en hemorragia debido al involucramiento invasivo
potencial de tumor en el epitelio / pared del eso6fago.

Las acciones y observaciones anteriores demuestran lo siguiente:

. Es posible detectar una oscilacion regular persistente en el paciente con céncer.

. Esta oscilacion se asociada con morbilidad de tumor.

. La oscilacion tiene una periodicidad de aproximadamente 14 dias con un subciclo de 7 dias.

. El inicio y el final del ciclo se puede determinar mediante diferentes parametros tales como pero no se limita

a CRP, SAA, C3, C4 y niveles de antigeno de tumor.

. La ventana ancha de oportunidad para la aplicacién de una administracién Unica de quimioterapia se puede
determinar.
. Una administracion quimioterapéutica Unica en el tiempo correcto dirigido contra el sistema de inmune del

paciente con cancer puede conducir al resultado terapéutico exitoso.
Ejemplo 7

El paciente es una hembra de 71 afios de edad designado “Mrs FO”. Previamente la sefiora FO se diagnostica
cancer de ovario, que recibe cirugia y varias rondas de quimioterapia estandar. El paciente representa con CA125
elevado a 200U/ml antes de monitorear.

Se monitorea el paciente (flebotomia) cada Lunes, Miércoles & Viernes durante 4 semanas. Una oscilacién regular y
sincrénica cercana bien descrita y oscilacion regular con una periodicidad de 7 /14 dias que muestra una correlacion
cercana entre las mediciones de suero CRP, SAA & IL-2 (ver Figuras 8 y 9). De manera mas interesante, la Figura
10 que muestra CRP & CA125 versus el tiempo, las oscilaciones CRP y CA125 son fuera de fase, que indica una
relacién inversa entre el sistema inmune y el marcador de cancer.

La Figura 11 muestra la relacién durante el tiempo entre SAA y el factor de complemento C3. Note que los dos picos
C3 principales son aproximadamente 14 dias aparte y coincide con picos SAA alternantes que también son
aproximadamente 14 dias aparte. Esto soporta una hipdtesis que los picos de 7 dia representan expansiones
clonales de célula T y B alternantes y los picos C3 principales son células B asociadas con complemento se asocia
con anticuerpos mediada por lisis. Esta observacion puede asistir en establecer el inicio y el final de un ciclo y por lo
tanto también puede asistir en determinar el punto de intervencion terapéutico.

Ejemplo 8

El paciente es un macho de 64 afios de edad designado aqui “Mrs GA”. El cancer de intestino primero se
diagnostica 1997, luego que el paciente se expone a cirugia, quimioterapia y radioterapia. La recurrencia del pulmén
se diagnostica por biopsia de aguja en Febrero 2004. El paciente se determina por poseer mdltiples lesiones y se
somete a 12 rondas de quimioterapia. La ultima quimioterapia es en Septiembre 2004. La exploracion mas reciente
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identificada por lo menos una lesion de 2 cm superior del pulmén izquierdo. Actualmente, relativamente bien/activo
(a mediados de Octubre 2004).

Se toma sangre dia de por medio (Lunes, Miércoles, Viernes) durante 15 dias. Se mide CRP, con el resultado que
muestra una oscilacion CRP aproximada y regular de 7/14 dias.

Ejemplo 9

Un paciente post menopausico ooferectomizado (WB) con tumor reemergente y niveles CA125 elevados se
pregunta que registra la frecuencia de resfriados o episodios febriles y los clasifica momo suave, moderado o severo.
La intensidad de estos episodios coincidid con una oscilacién CRP de la respuesta inmune. Los episodios mas
intensos y su frecuencia incrementada son coincidentes con picos grandes. Asi se puede utilizar la temperatura
corporal registrada como un adyuvante para definir el inicio y o final de la oscilacion de la respuesta inmune para los
propésitos de tiempo de la aplicacion de la terapia.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para analizar el ciclo del sistema inmune para determinar cuando se debe administrar un agente
a un paciente que sufre de una enfermedad caracterizado por la produccion de células T reguladoras, el método
comprende monitorear muestras obtenidas del paciente para una oscilacion regular de por lo menos uno de: a)
numeros de células T efectoras y/o actividad, b) nimeros de células T reguladoras y/o actividad, ¢) una molécula
marcadora asociada con la enfermedad, y/o d) un marcador del sistema inmune, en donde el agente inhibe la
produccién de, limita la funcion de, y/o destruye, las células T reguladoras, y en donde el agente se selecciona del
grupo que consiste de farmacos antiproliferativos, radiacién, dsARN y anticuerpos que inhiben la produccién y/o
actividad de células T reguladoras, y en donde la enfermedad es cancer o una infeccién, y en donde el momento
cuando se debe administrar el agente se selecciona de tal manera que el agente ejerce un efecto proporcionalmente
mayor contra las células T reguladoras que las células T efectoras.

2. Uso de un agente en la fabricacion de una composicién para el tratamiento de la enfermedad caracterizada
por la produccion de células T reguladoras, en donde un paciente que sufre de la enfermedad se ha analizado para
el ciclo del sistema inmune al monitorear el paciente para una oscilacién regular de por lo menos uno de:

a) numero y/o actividad de células T reguladoras,

b) ndmero y/o actividad de células T efectoras,

¢) una molécula marcadora asociada con la enfermedad, y/o
d) un marcador de sistema inmune, y

en donde el tiempo de administracion del agente para tratar la enfermedad se selecciona de tal manera que el
agente ejerce un efecto proporcionalmente mayor contra las células T reguladoras que las células T efectoras, en
donde el agente inhibe la produccion de, limita la funcién de, y/o destruye, células T reguladoras, y en donde el
agente se selecciona del grupo que consiste de farmacos antiproliferativos, radiacion, dsARN y anticuerpos que
inhiben la produccidn y/o actividad de células T reguladoras, y en donde la enfermedad es cancer o una infeccién.

3. El método de la reivindicacién 1 o el uso de la reivindicacién 2, en donde la infeccién es una infeccion
persistente crénica caracterizado por el sistema inmune de los pacientes que no es capaz de eliminar la infeccion.

4. El método o el uso de la reivindicacion 3, en donde el paciente se infecta con VIH o virus de la Hepatitis C.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de la reivindicaciones 1, 3 0 4 o el uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en donde el marcador del sistema inmune refleja el nimero y/o actividad de
células T reguladoras, y/o el numero y/o actividad de células T efectoras.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 0 4 o el uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en donde el marcador del sistema inmune es un marcador inflamatorio de
fase aguda.

7. El método o el uso de la reivindicacion 6, en donde el marcador inflamatorio de fase aguda se selecciona
del grupo que consiste de amiloide A de suero, amiloide P de suero y proteina reactiva c.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3-7 o el uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 2-7, en donde las células T reguladoras son células T CD4+CD8-.

9. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde se administra el agente
aproximadamente cuando se detectan las células T CD4+ CD8-.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3-8 o el uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 2-9, en donde las células T efectoras son células T CD8+CD4-.

11. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde se administra el agente
aproximadamente cuando ha alcanzado los nimeros pico de célula T CD8+ CD4-.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 3-8 0 10 o el uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 2-11, en donde la molécula marcadora asociada con el cancer es un antigeno
producido por una célula cancerigena.
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13. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3-8 0 10 o el uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 2-11, en donde la molécula marcadora asociada con la infeccién es un antigeno
producido por un agente infeccioso.

14. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde se administra el agente
aproximadamente cuando los niveles de la molécula marcadora asociada con el cancer o infeccién empieza a
disminuir.

15. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 0 4 o el uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en donde se monitorea el paciente para un marcador inflamatorio de fase
aguda, y una molécula marcadora asociada con el cancer o infeccion.

16. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3-8, 10, 12, 13 o0 15 o el uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-15, en donde se monitorea el paciente durante un periodo de
por lo menos 21 dias.

17. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3-8, 10, 12, 13, 15 0 16 o el uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-16, el paciente se monitorea por o menos aproximadamente
cada 3 dias.

18. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3-8, 10, 12, 13 0 15-17 o el uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-17, en donde el farmaco antiproliferativo se selecciona del
grupo que consiste de taxol, vincristina, vinblastina y vinblastina anhidro.

19. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3-8, 10, 12, 13 o0 15-17 o el uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-17, en donde el anticuerpo se selecciona del grupo que
consiste de: anti-CD4+, anti-CTLA-4 (antigeno-4 asociado a linfocito citotoxico), anti-GITR (receptor del factor de
necrosis de tumor inducido por glucocorticoide), anti-CD28 y anti-CD25.

20. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3-8, 10, 12, 13 o0 15-19 o el uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-19, en donde el paciente no se ha expuesto a un tratamiento
para el cancer o infeccion durante por lo menos 21 dias.

21. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3-8, 10, 12, 13 15-20 o el uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-20, en donde el paciente es un humano.

22. Un método para determinar cuando se debe administrar una vacuna a un paciente que sufre de una
enfermedad caracterizado por la produccion de células T reguladoras, el método comprende monitorear muestras
obtenidas del paciente, para una oscilacion regular de por lo menos uno de: a) numeros de células T efectoras y/o
actividad, b) numeros de células T reguladoras y/o actividad, c) una molécula marcadora asociada con la
enfermedad, y/o d) un marcador de sistema inmune, y en donde la enfermedad es cancer o una infeccion, y en
donde el tiempo de cuando la vacuna se debe administrar se selecciona de tal manera que la vacuna inocula la
respuesta inmune innata, produce nimeros incrementados y/o actividad de células T efectoras, antes de la
emergencia de células T reguladoras.

23. Uso de una vacuna en la fabricacion de una composicién para el tratamiento de una enfermedad
caracterizada por la produccién de células T reguladoras, en donde un paciente que amortigua la enfermedad se ha
analizado para el ciclo del sistema inmune al monitorear el paciente para una oscilacién regular de por lo menos uno
de:

a) numero y/o actividad de células T reguladoras,
b) ndmero y/o actividad de células T efectoras,
¢) una molécula marcadora asociada con la enfermedad, y/o

d) un marcador de sistema inmune, y en donde el tiempo de administracion de la vacuna para tratar la enfermedad
se selecciona de tal manera que la vacuna inocula la respuesta inmune innata, produce nimeros incrementados y/o
actividad de células T efectoras, antes de la emergencia de células T reguladoras, y en donde la enfermedad es
cancer o una infeccion.

24. El uso de la reivindicacion 23, en donde la vacuna se administra aproximadamente cuando se incrementan
los niveles de células T efectoras.
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25. El uso de la reivindicacion 23, en donde la vacuna se administra aproximadamente cuando los niveles de una
molécula marcadora asociada con la enfermedad empiezan a disminuir.
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Figura 1B
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