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DESCRIPCION
Inmunoterapia Retrovirica
CAMPO DE LA INVENCION:

La presente invencion proporciona un método para tratar una infeccion retrovirica en un sujeto mamifero. Mas
particularmente, la presente invencion proporciona un método para tratar una infeccion retrovirica que conduce a
una enfermedad relacionada con inmunodeficiencia en un sujeto humano.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION:

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) induce una infeccién persistente y progresiva que conduce, en la gran
mayoria de casos, al desarrollo del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Existen por lo menos dos tipos
distintos de VIH: VIH-1 y VIH-2. En los humanos, la infeccion por VIH conduce eventualmente a incompetencia
inmunoldgica, infecciones oportunistas, disfunciones neurolégicas, crecimiento neoplasico, y finalmente la muerte.

El VIH es un miembro de la familia lentivirus de retrovirus. Los retrovirus son virus de envoltura pequefia que
contienen un genoma de ARN de hebra sencilla, y se replican por medio de la inserciéon de un intermedio de ADN en
el ADN anfitrion producido por una transcriptasa inversa codificada viricamente. Otros retrovirus incluyen, por
ejemplo, virus oncogénicos tales como virus de la leucemia de células T humanas (HTLVI,- II, -1lI), virus de leucemia
en felinos, y los retrovirus del tipo C de murino.

La particula virica de VIH consiste de un nudcleo virico, compuesto en parte de proteinas capsidas designadas p24 y
pl8, junto con el genoma de ARN virico y aquellas enzimas requeridas para eventos replicativos tempranos. La
proteinas gag miristiladas forman una cubierta virica externa alrededor del nicleo virico, que, a su vez, esta rodeado
por una envoltura de membrana de lipido derivado de membrana celular infectada. Las glucoproteinas de superficie
de envoltura de VIH se sintetizan como una proteina precursora Unica de 160 kilodalton que se divide por una
proteasa celular durante gemacion virica en dos glucoproteinas, gp41 y gp120. El gp41 es una glucoproteina de
transmembrana y el gpl20 es una glucoproteina extracelular que permanece no covalentemente asociada con
gyp41, posiblemente en una forma trimérica 0 multimérica.

La infeccion por VIH es pandémica y las enfermedades asociadas con VIH representan un problema de salud
mundial principal. Aunque se hacen esfuerzos considerables en el disefio de terapéuticos efectivos, actualmente
existen farmacos anti-retroviricos no curativos o terapias contra el SIDA. En intentos para desarrollar tales farmacos,
se han considerado diversas etapas del ciclo de vida del VIH como objetivos para intervencién terapéutica (Mitsuya
etal, 1991).

Se ha puesto atencion al desarrollo de vacunas para el tratamiento de infeccion por VIH. Se ha mostrado que las
proteinas de envoltura VIH-1 (gpl60, gpl20, gp4l) son los antigenos principales para anticuerpos anti-VIH
presentes en pacientes con SIDA (Barin et al., 1985). Por lo tanto, hasta ahora, estas proteinas parecen ser
candidatos mas promisorios que actian como antigenos para el desarrollo de la vacuna de anti-VIH. Diversos
grupos han empezado a utilizar varias porciones de gp160, gp120, y/o gp41 como objetivos inmunogénicos para el
sistema inmunolégico anfitrién (US 5,141,867; WO 92/22654; WO 91/09872; WO 90/07119; US 6,090,392). A pesar
de estos esfuerzos, no se ha desarrollado una estrategia de vacuna efectiva para el tratamiento de infeccién por
VIH.

La presente invencién proporciona una inmunoterapia alterna para tratar una infeccion retrovirica.
RESUMEN DE LA INVENCION:

El presente inventor ha notado que por lo menos dos poblaciones de células inmunes se producen en respuesta a
retrovirus que infectan los mamiferos. Mas particularmente, el sistema inmunoldgico de un mamifero infectado con
un retrovirus es capaz de montar una respuesta inmune contra el virus a través de un grupo de células aqui
denominado de manera general como “células efectoras”, sin embargo, también se produce una segunda poblacion
de células que regulan las “células efectoras”, denominado de manera general aqui como “células reguladoras”, que
limitan la capacidad del mamifero para controlar efectivamente o erradicar la infeccion retrovirica.

Aunque no se desea estar limitado por la teoria, se propone que los humanos contienen muchas secuencias que
son homologas o casi homodlogas a las secuencias retroviricas fragmentadas a través de su genoma como
elementos heredables estables. De acuerdo con lo anterior, las proteinas codificadas por estas secuencias se
pueden reconocer como “auto’ durante el desarrollo de la respuesta inmunoldgica. La infeccion posterior mediante
un retrovirus también se puede reconocer parcialmente como “auto”, limitando la capacidad del sistema
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inmunolégico de montar una respuesta inmunolégica exitosa. Este propésito, por lo menos en parte, puede explicar
porqué hasta ahora ha sido dificil desarrollar una vacuna efectiva contra el VIH.

Se ha proporcionado soporte para esta hipotesis por Rakowicz-Szulczynska y colaboradores (1998 y 2000) quienes
han mostrado que algunos antigenos asociados con cancer de mama son molecularmente e inmunoloégicamente
similares a las proteinas codificadas por VIH-1. Se han hecho observaciones similares para otros canceres.
Adicionalmente, Coll et al. (1995) ha reportado anticuerpos que unen VIH-1 en pacientes con enfermedades
autoinmunes tales como sindrome de Sjogren y lupus eritematoso sistémico. Adicionalmente, una basqueda BLAST
de la base de datos del genoma humano con las secuencias del genoma del virus de inmunodeficiencia humana
indica muchas regiones de identidad significativas entre los dos genomas.

También se ha notado que el nimero relativo de células efectoras se expande en respuesta a un antigeno antes que
se expandan las células reguladoras. Esto proporciona una oportunidad para evitar la produccion de, o destruir, las
“células reguladoras” mientras mantiene las “células efectoras”.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencién proporciona usos y un método como se define en las
reivindicaciones adjuntas. En un primer aspecto se describe aqui un método para tratar una infeccién retrovirica en
un sujeto mamifero, el método comprende administrar al sujeto una composicion que aumenta las cifras de, y/o
activa, las células efectoras dirigidas contra el retrovirus, y posteriormente administrar al sujeto un agente que inhibe
la produccién de, y/o destruye, las células reguladoras, en donde el tiempo de administracion del agente se
selecciona de tal manera que la actividad de las células efectoras no se reduce significativamente.

Existen muchas formas en las que se puede aumentar el nimero, y/o actividad, de las células efectoras dirigidas
contra un retrovirus. En algunos casos, esto ocurriria por una infeccién inadvertida con el retrovirus, por ejemplo, un
pinchazo de aguja de una jeringa que contiene el virus. Como se sabe, los trabajadores e investigadores de la salud
corren el riesgo de infeccion virica a través de lesion por pinchazo de aguja. De manera similar, el pablico en general
también esta expuesto a este peligro a través de jeringas desechadas, particularmente en la playa, y los asaltos con
dichas jeringas. Por lo tanto, luego de exposicion sospechosa a un retrovirus, particularmente VIH, el sujeto
mamifero puede utilizar el método de la presente invencion.

El método también se puede utilizar para tratar un sujeto mamifero que se ha infectado con un retrovirus durante
algun tiempo. Aunque el sistema inmunolégico de dicho sujeto que ya se ha expuesto al retrovirus, la adicion de
antigenos retroviricos adicionales puede conducir a una respuesta de célula efectora adicional con oportunidad
posterior a la ablacion de los reguladores de estos nuevos efectores.

Los sujetos infectados con un retrovirus se pueden tratar con farmacos antiretroviricos para mantener baja la carga
virica. Dichos sujetos también se pueden administrar con la composicién para iniciar una nueva respuesta
inmunolégica de célula efectora mientras que la administracion posterior del agente someteria a ablacion a las
células reguladoras.

En una realizacion preferida del primer aspecto, el agente se administra aproximadamente cuando las cifras de
célula T CD8+CD4 han alcanzado un pico en la respuesta a la administracién de la composicion.

Adicionalmente, se prefiere que el agente se administre aproximadamente cuando las cifras de particulas viricas ha
empezado a estabilizar o aumentar luego de la administraciéon de la composicion.

En todavia otra realizacion preferida del primer aspecto, el reestimulo de las células efectoras en un sujeto mamifero
infectado se puede lograr por una composicion que comprende un polipéptido antigénico retrovirico.
Preferiblemente, el polipéptido antigénico se proporciona al sujeto al administrar una vacuna que comprende el
polipéptido antigénico de retrovirus y un portador farmacéuticamente aceptable. Mas preferiblemente, la vacuna
comprende adicionalmente un adyuvante

En otra realizacion el polipéptido antigénico se proporciona al sujeto al administrar una vacuna de ADN que codifica
el polipéptido antigénico retrovirico.

En todavia otra realizacion, el polipéptido antigénico se proporciona al sujeto mediante el consumo de una planta
transgénica que expresa el polipéptido antigénico retrovirico.

El retiro del tratamiento antiretrovirico provoca normalmente una re-expansion rapida de células efectoras contra el
virus re-emergente en un sujeto infectado. De acuerdo con lo anterior, en el momento apropiado el agente se puede
administrar para ablacién de las células reguladoras sin la necesidad de administrar una composicion como se
define aqui.
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Por lo tanto, en un segundo aspecto descrito aqui es un método para tratar una infeccion retrovirica en un sujeto
mamifero, el método comprende exponer el sujeto a terapia de farmaco antiretrovirica, y posteriormente administrar
al sujeto un agente que inhibe la produccion de, y/o destruye, células reguladoras, en donde el agente se administra
después que ha concluido la terapia de farmaco antiretrovirica y una expansion resultante en las cifras retroviricas
ha conducido a un aumento en las cifras, y/o activacion, de células efectoras dirigidas contra el retrovirus, y en
donde el tiempo de administracion del agente se selecciona de tal manera que la actividad de las células efectoras
no se reduce significativamente.

En una realizacién preferida del segundo aspecto, el agente se administra aproximadamente cuando las cifras de
célula T CD8+CD4 han alcanzado un pico en respuesta a la conclusién de la terapia de farmaco antiretrovirica.

Luego de la remocion de la terapia de farmaco antiretrovirica aumenta la carga virica (por ejemplo, ver Daar et al.,
1998). Esto resulta en una expansion y/o activacion de células efectoras dirigidas contra el retrovirus que empieza a
estabilizar la carga virica. Aproximadamente cuando las cifras de retroviricos han alcanzado un pico, o ha
comenzado la reduccion después de este pico, es que se debe administrar el agente.

De acuerdo con lo anterior, en una realizacion preferida adicional del segundo aspecto, el agente se administra
aproximadamente cuando las cifras de particulas viricas han alcanzado un pico, o empieza a reducir después de
este pico, en respuesta a la conclusion de la terapia de farmaco antiretrovirica.

Preferiblemente, el agente utilizado en la ablacion de la célula reguladora se selecciona del grupo que consiste de
farmacos anti-proliferativos, radiacion, y un anticuerpo que se une especificamente a células T CDA4+.
Preferiblemente, el farmaco anti-proliferativo se selecciona del grupo que consiste de vinblastina y vinblastina
anhidra.

Preferiblemente, los retrovirus se seleccionan del grupo que consiste de H1V-1, VIH-2, HTLV-1y HTLV-2.

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

Preferiblemente, el sujeto mamifero es un humano.

En un tercer aspecto, se describe aqui el uso de un agente que inhibe la producciéon de, y/o destruye, células
reguladoras en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una infeccién retrovirica en un sujeto
mamifero.

En una realizacion preferida del tercer aspecto, el agente se selecciona del grupo que consiste de farmacos
antiproliferativos, y un anticuerpo que se une especificamente a células T CD4+.

En cada aspecto descrito anteriormente, se ha retirado la ablacién de la proteina “reguladora” que permite que la
poblacién “efectora” reduzca o erradique la carga retrovirica como cualquier regulacion por disminucién de los
efectores (debido a mecanismos de autotolerancia).

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

La invencion se describira aqui adelante por via de las siguientes Figuras y Ejemplos no limitantes.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS:

Figura 1: Curso de tiempo de MAIDS en ratones B6 infectados con LP-BM5.

Figura 2: Efecto de una dosis Unica de vinblastina (6 mg/kg i.p.) en progresién MAIDS a 10 semanas post-infeccion.
Figura 3: Histologia de bazo de ratones tratados con vinblastina de 10 semanas post infeccion.

Figura 4: Proteccion de MAIDS en 20 semanas post-infeccion seguido por terapia con vinblastina. n=5.

Figura 5: Reexposicion con virus MAIDS luego de terapia protectora con vinblastina. n=5.

Figura 6: Efecto de vinblastina en el dia 14 en porcentajes de célula de bazo en MAIDS de ratones infectados
(MAIDS+) y de control (MAIDS-). n=3.
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Figura 7: Protocolo experimental de transferencia de bazo.

Figura 8: Transferencias de célula de bazo de ratones donantes infectados con MAIDS. n=7.
Figura 9: Protocolo experimental de agotamiento in vivo.

Figura 10. Agotamiento in vivo de células CD4+ o CD8+ en el dia 14 post infeccion. n=5.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION:

Respuesta inmunoldgica a Infeccion Retrovirica

Como se utiliza aqui el término “tratar” o “treta” significa que se logra una reduccion en la carga retrovirica. Mas
preferiblemente, la carga retrovirica se erradica completamente.

Aungue aun no se ha determinado la naturaleza precisa de las “células reguladoras” se ha establecido que estas
células incluyen una subpoblacién de células CD4+.

Las células CD4+ expresan el marcador conocido en la técnica como CD4. Normalmente, 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.

Aunque aun no se ha determinado la naturaleza precisa de las “células efectoras”, se sabe que estas células
incluyen la poblacién de células T conocida como células CD8+.

Como se utiliza aqui, el término “por ablaciéon” o “ablaciéon” cuando se refiere a la exposicion de las “células
reguladoras” al agente significa que el numero, y/o actividad, de la células reguladoras se regula por disminucion
mediante el agente. Mas preferiblemente, el namero, y/o actividad, de las células reguladoras se erradica
completamente por el agente.

Agentes que Inhiben la Produccion de, y/o Destruyen, las Células Reguladoras

El agente puede ser cualquier factor o tratamiento que resulta selectivamente o no selectivamente en la destruccion,
o la inhibicién de la produccion, de las células reguladoras. Por ejemplo, se puede utilizar un anticuerpo especifico
CD4+ para activar especificamente las células T CD4+. Sin embargo, en algunos casos se puede utilizar un agente
no selectivo, tal como un farmaco antiproliferativo o radiacion, los cuales destruyen las células divididas.

El término “farmaco anti-proliferativo” es un término que se entiende bien en la técnica y se refiere a cualquier
compuesto que destruye las células divididas o las inhibe a partir de la proliferacién adicional experimentada. Los
farmacos anti-proliferativos incluyen, 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, isétopos radioactivos, cadena A de ricino, taxol, toxina difteria y exotoxina A
seudomonas.

Tiempo de Exposicion del Sujeto al Agente

Como se describio anteriormente, la presente invencién se basa en la observacion que el nimero relativo de células
efectoras se expande en respuesta a un antigeno antes de las células reguladoras. De acuerdo con lo anterior,
como se utiliza aqui, el término “la actividad de las células efectoras no se reduce significativamente” significa que el
tiempo de administracion del agente es tal que el agente ejerce un efecto proporcionalmente mayor contra las
células reguladoras que las células efectoras. Se prefiere claramente que el agente se administre en un momento en
donde la relacién del efecto contra las células reguladoras al efecto contra las células efectoras es mayor.

Se ha reportado que después de la falla inicial en la carga virica luego de tratamiento anti-retrovirico, por ejemplo en
sujetos infectados con VIH, existe un aumento en la carga virica y un estimulo posterior de la respuesta
inmunolégica al aumento en la carga virica luego del retiro del tratamiento (Oritz et al., 1999; Kilby et al., 2000; Lifson
et al., 2000). De acuerdo con lo anterior, la exposicion del sujeto a la terapia anti-virica seguido por la remocion de la
terapia se puede utilizar para aumentar las cifras de, y/o activar, las células efectoras dirigidas contra el retrovirus
gue permite una expansion de célula reguladora que se puede dirigir.
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Se puede determinar un ejemplo en el momento apropiado para administrar el agente mediante referencia a Daar et
al. (1998). Este documento proporciona la carga virica, y los niveles de células T CD8+ y CD4+, de un paciente
quien esta tomando terapia antiretrovirica altamente activa (también conocida como HEART). Después del aumento
inicial en la carga virica, ocurre una reduccion en la carga virica (hombro en el dia ~225) cuando las células T CD8+
han alcanzado nimeros maximos, y por lo tanto efecto (ver Figura 1 de Daar et al., 1998). Inmediatamente mas alla
de este punto de tiempo (unos pocos dias) las células T CD8+ empiezan a disminuir y la carga virica se empieza a
estabilizar después de declinacién. Se puede utilizar este punto (los picos) como un punto de inferencia para
predecir la expansion clénica de las células reguladoras posteriores y por lo tanto un punto de intervencion para
ablacion de la célula reguladora. Es cuando la carga virica detiene la disminucién que las células reguladoras han
regulado por disminucién las células efectoras, pero es antes de este punto que se debe aplicar el agente, a saber
cuando la mayor parte de reguladores estan en expansion clonica (mitosis).

Se pueden utilizar técnicas conocidas en el arte para supervisar la poblacion que crece de las células reguladoras
luego el estimulo de una respuesta inmunologica.

Se pueden recolectar muestras de sangre serial y se detectan cuantitativamente para todos los subgrupos CD4+
mediante analisis FACS. Esta supervision FACS necesitara ser mantenida hasta que las células reguladoras se
expandan clénicamente en respuesta al estimulo. En la mayoria de casos, este punto de tiempo se necesitara
determinar empiricamente en los sujetos en diferentes etapas de infeccidon cuando pueden varias las cinéticas de la
respuesta inmunolégica. Otros ensayos posibles incluyen ensayos de proliferacion/activacién de linfocito y diversos
ensayos de nivel de citoquina (por ejemplo un ensayo para IL-6).

Otra via para determinar el punto de tiempo para administrar el agente es para supervisar la carga virica luego del
estimulo de la respuesta inmunolégica. Se prevé que la carga virica se reduce debido a la actividad de las células
efectoras, sin embargo, el aumento posterior en las células reguladoras regularia por disminucién las células
efectoras lo que resulta en hacer lenta la reduccién de la carga virica. De acuerdo con lo anterior, el agente se
puede administrar antes de hacer lenta la reduccién en la carga virica. Las técnicas conocidas en el arte, por
ejemplo RT-PCR, se pueden utilizar para supervisar la carga virica en estas circunstancias.

La supervision puede necesitar ser muy frecuentemente, por ejemplo cada pocas horas, para asegurar que el punto
de tiempo correcto se seleccione para la administracion del agente.

Optimamente, se continGa supervision para determinar el efecto de la ablacion insuficiente del agente, re-
emergencia de las células reguladoras o aumentos en la carga virica dentro de, por ejemplo, aproximadamente 7
dias de tratamiento necesitard que el método se deba repetir. Dichos ciclos repetidos de tratamiento pueden generar
memoria inmunolégica. Por lo tanto es posible que la presente invencion, utilizada en modo repetitivo, pueda
proporcionar algun efecto protector profilactico.

Polipéptidos Antigénicos

Como se utiliza aqui, un polipéptido “antigénico” es cualquier secuencia de polipéptidos que contiene un epitopo que
es capaz de producir una respuesta inmunolégica contra el retrovirus. Tipicamente, el polipéptido antigénico
comprendera una secuencia que es altamente conservada en la mayor parte de aislados retroviricos. Sin embargo,
se prevé que un retrovirus particular que infecta un individuo se puede caracterizar y un polipéptido antigénico
producido que coincide con las secuencias del aislado maximiza la posibilidad de una respuesta inmunoldgica
efectiva.

La informacion con respecto a los antigenos de VIH tales como gpl20 y otros candidatos se puede encontrar en
Stott et al (1998).

Los polipéptidos antigénicos se pueden proporcionar en cualquier forma conocida en la técnica que conduce a una
respuesta inmunoldgica. Los polipéptidos antigénicos pueden ser, por ejemplo, naturales, recombinantes o
sintéticos. Dichos polipéptidos antigénicos incluyen, pero no se limitan a, proteinas viricas que son responsables
para adhesion a los receptores de superficie celular para iniciar el proceso de infeccion tal como glucoproteinas de
envoltura.

Se pueden preparar polipéptidos antigénicos naturales, por ejemplo, al proporcionar retrovirus atenuados, retrovirus
inactivados por calor o cualquier otro retrovirus muerto.

Los polipéptidos antigénicos se pueden proporcionar como polipéptidos aislados en una composiciéon de vacuna. En
este caso el polipéptido se puede purificar de células infectadas retroviricas, expresadas y aisladas de células
recombinantes, o se produce sintéticamente utilizando un sintetizador de péptido.
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A menos que se indique otra cosa, las técnicas de ADN recombinante utilizadas en la presente invencion son
procedimientos estandar, bien conocidos por aquellos expertos en la técnica. Dichas técnicas se describen y
explican a través de la literatura 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 1y 2, IRL Press (1991), D.M.
Glover y B.D. Hames (editors), ADN Cloning: A Practical Approach, Volumes 1-4, IRL Press (1995 y 1996), y F.M.
Ausubel et al. (Editors), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates and Wiley-Interscience
(1988, que incluyen todas las actualizaciones hasta la fecha).

Vacunas

Se pueden preparar vacunas a partir de uno o0 mas polipéptidos retroviricos. La preparacion de las vacunas que
contienen un polipéptido antigénico se conoce por un experto en la técnica. Tipicamente, dichas vacunas se
preparan como inyectables, u orales, como soluciones o suspensiones liquidas; formas sélidas adecuadas para
solucién en, o suspension en, liquido antes de inyeccion o también se puede preparar para consumo oral. La
preparacion también se puede emulsificar, o la proteina se encapsula en liposomas. Los polipéptidos antigénicos se
mezclan frecuentemente con portadores/excipientes que son farmacéuticamente aceptables y compatibles con el
ingrediente activo. Los portadores/excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, solucion salina, dextrosa, glicerol,
etanol, o similares y combinaciones de los mismos.

Adicionalmente, si se desea, la vacuna puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como
agentes humectantes o emulsificantes, agentes que regulan el pH, y/o adyuvantes que mejoran la efectividad de la
vacuna.

Como se utiliza aqui, el término “adyuvante” significa una sustancia que no mejora especificamente la respuesta
inmunolégica a un polipéptido antigénico. Ejemplos de adyuvantes que pueden ser efectivos incluyen pero no se
limitan a: hidréxido de aluminio, 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-Lalanina- 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 el 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 y aluminio (alum), endotoxina
bacteriana, lipido X, Corynebacterium parvum (Propionobacterium acnes), Bordetella pertussis, poliribonucleétidos,
alginato de sodio, lanolina, lisolecitina, vitamina A, saponina, liposomas, levamisol, DEAE-dextrano, copolimeros de
bloque u otros adyuvantes sintéticos. Dichos adyuvantes estan comercialmente disponibles de diversas fuentes, por
ejemplo, Adyuvante Merck 65 (Merck and Company, Inc., Rahway, N.J.) o Adyuvante Completo y Adyuvante
Incompleto de Freund (Difco Laboratories, Detroit, Michigan).

La proporcién del polipéptido antigénico y el adyuvante puede variar sobre un rango amplio mientras que ambos
estan presentes 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,O3). De manera conveniente, se formulan vacunas que
contienen una concentracion final de polipéptido antigénico en el rango de 0.2 a 200 pg/ml, preferiblemente 5 a 50
pg/ml, més preferiblemente 15 pg/mil.

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

Las vacunas se administran convencionalmente parenteralmente, mediante inyeccion, por ejemplo,
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, los
aglutinantes y portadores tradicionales pueden incluir, por ejemplo, polialquilenglicoles o triglicéridos; dichos
supositorios se pueden formar de mezclas que contienen el ingrediente activo en el rango de 0.5 % a 10 %,
preferiblemente 1 % a 2 %. Las formulaciones orales incluyen dichos excipientes normalmente empleados como, por
ejemplo, grados farmacéuticos de mannitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina de sodio, celulosa,
carbonato de magnesio, y similares. Estas composiciones toman la forma de soluciones, suspensiones,
comprimidos, pildoras, capsulas, formulaciones de liberacion sostenida o polvos y contienen 10 % a 95 % del
ingrediente activo, preferiblemente 25 % a 70 %. Cuando se liofiliza la composiciéon de vacuna, el material liofilizado
se puede reconstituir antes de administracion, por ejemplo como una suspensién. La reconstitucion se efectia
preferiblemente en regulador.

Se pueden proporcionar capsulas, comprimidos y pildoras para administracién oral a un paciente con un
recubrimiento entérico que comprende, por ejemplo, Eudragit “S”, Eudragit “L", acetato de celulosa, ftalato de
acetato de celulosa o hidroxipropilmetil celulosa.
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Vacunacion de ADN

La vacunacion de ADN implica la introduccién directa del ADN in vivo que codifica un antigeno en los tejidos de un
sujeto para la expresion del antigeno mediante las células del tejido del sujeto. Dichas vacunas se pueden
denominar aqui como “vacunas de ADN" o “vacunas con base en acido nucleico”. Las vacunas de ADN se describen
en US 5,939,400, US 6,110,898, WO 95/20660 y WO 93/19183.

La capacidad del ADN inyectado directamente que codifica un antigeno para provocar una respuesta inmunologica
protectora se ha demostrado en numerosos sistemas experimentales (ver, por ejemplo, Conry et al., 1994; Cardoso
et al., 1996; Cox et al., 1993; Dauvis et al., 1993; Sedegah et al., 1994; Montgomery et al., 1993; Ulmer et al., 1993;
Wang et al., 1993; Xiang et al., 1994; Yang et al., 1997).

Hasta la fecha, la mayoria de vacunas de ADN en sistemas de mamifero se han basado en promotores viricos
derivados de citomegalovirus (CMV). Estos tienen buena eficiencia en la inoculacion de muisculo y piel en un nimero
de especies de mamifero. Un factor conocido para afectar la respuesta inmunolégica provocada mediante
inmunizacion de ADN es el método de suministro de ADN, por ejemplo, las rutas parenterales pueden producir bajos
indices de transferencia de gen y producen variabilidad considerable de la expresion de gen (Montgomery et al.,
1993). La inoculaciéon de alta velocidad de plasmidos, utilizando una pistola de genes, mejora las respuestas
inmunes de los ratones (Fynan et al., 1993; Eisenbraun et al., 1993), presumiblemente debido a una mayor eficiencia
de transfeccion de ADN y presentacidon de antigeno mas efectiva mediante células dendriticas. Los vectores que
contienen la vacuna con base en acido nucleico también se puede introducir en el anfitrion deseado mediante los
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, transfeccién, electroporacién, microinyeccion, transduccion, fusién
celular, dextrano DEAE, precipitacion de fosfato de calcio, lipofeccién (fusion de lisosoma), o un transportador del
vector de ADN.

Vacunas Derivadas de Plantas Transgénicas

Las plantas transgénicas que producen un polipéptido antigénico retrovirico se pueden construir utilizando los
procedimientos bien conocidos en la técnica. Un nimero de vacunas comestibles derivadas de planta se han
desarrollado actualmente para patdégenos de animales y humanos (Hood and Jilka, 1999). Las respuestas inmunes
también han resultado de la inmunizacién oral con plantas transgénicas que producen particulas similares a virus
(VLP), o virus de plantas quiméricas que exhiben epitopos antigénicos (Mason et al., 1996; Modelska et al., 1998;
Kapustra et al., 1999; Brennan et al., 1999). Se ha sugerido que la forma particulada de estos VLP o virus
guiméricos puede resultar en mayor estabilidad del antigeno en el estbmago, aumentando efectivamente la cantidad
de antigeno disponible para la captacion en el intestino (Mason et al. 1996, Modelska et al. 1998).

EJEMPLOS
Con el fin de demostrar la presente invencién se utiliza un modelo de SIDA de murino.

Una patologia de SIDA en murino (MAIDS) inducida por virus de leucemia de murino LP-BM5 (MuLV) en ratones
susceptibles es una herramienta efectiva para investigar mecanismos de inmunodeficiencia inducida por retrovirus.
El modelo de animal MAIDS exhibe un numero de caracteristicas de SIDA humano. La infeccion de una cepa
susceptible tal como ratones C57BL/6 con LP-BM5 conduce a esplenomegalia crénica, hipergamaglobulinemia y
desarrollo de inmunodeficiencia en las células T y B. In vitro, existe un deterioro progresivo en la respuesta de las
células T y células B a los estimulos antigénicos o mitogénicos especificos. In vivo, los ratones infectados llegan a
ser incrementadamente susceptibles a exposicion con una variedad de organismos oportunistas y pueden
desarrollar linfoma de célula B. Las muertes primero se observaron en 8-10 semanas post-infeccion (pi), y todos los
ratones murieron dentro de 24 semanas (Figura 1). Estas alteraciones en la funcion inmune reflejan los cambios
complejos en el fenotipo y funcién de todos los componentes de la red inmune.

1. Efecto Terapéutico de una Dosis Unica de Vinblastina Administrada en Diferentes Momentos Post Infeccion

El tratamiento con una dosis Unica del agente mitotico vinblastina (Vb) en diferentes momentos pi es capaz de evitar
el desarrollo/progresion de MAIDS. La Figura 2 muestra el efecto en el desarrollo de MAIDS (representado por peso
de bazo promedio a 10 semanas pi) de una dosis Unica i.p. de 6 mg/kg de Vb dado en varios tiempos pi que varian
de 6 hr a 28 dias. Claramente, el tratamiento Vb es remarcablemente terapéutico cuando se administra a 6 hr o 14
dias pi con 100 % (10/10) y 74 % (20/27) de los ratones, respectivamente, no se muestran signos de desarrollo
MAIDS en 10 semanas pi (como se determina mediante el peso de bazo, histologia y analisis FACS). Se observa un
efecto protector similar en algunos ratones tratados en 6 dias (6/13 0 46 %) pi. Aunque no tan pronunciado como la
proteccion vista después del dia 14 de tratamiento, aln se observa la proteccién moderada del desarrollo MAINS.
Sin embargo, también es importante notar que el tratamiento en muchos otros puntos de tiempo, tal como dia 2 y dia
7 pi, resulta en no proteccion contra desarrollo de MAIDS. La proteccién total del desarrollo de MAIDS visto en
ratones a los que se les da Vb a 6 hrs pi no se espera como los replicados de virus en células activamente
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replicantes que son el objetivo del farmaco anti-mitético asi cualesquier células infectadas con el virus se matan
mediante la prevencion Vb del virus de establecer rapidamente una infeccion en el anfitrién. Sin embargo, el efecto
altamente protector observado después de un tratamiento Unico con Vb en 14 dias pi es notable que, en esta etapa,
la infeccion virica esté bien establecida y los procesos de enfermedad temprana estén muy avanzados. Proponemos
que este efecto altamente terapéutico se puede deber al Vb que dirige un subconjunto particular de células
reguladoras inmunes durante su fase de expansion y por lo tanto altera la respuesta inmunoldgica a la infeccion
virica. Se hace hipoétesis de que la regulacion por disminucion de células efectoras inmunes se retira mediante
tratamiento Vb que dirige las células reguladoras, permitiendo asi depuracion mas efectiva y posiblemente completa
del virus mediante las células efectoras del sistema inmunolégico.

2. Caracterizacion adicional del Efecto Terapéutico en el Dia 14
2.1. Histologia de Bazo en ratones tratados Vb en 10 semanas post infeccion

Los bazos de los ratones tratados Vb pi en el dia 14 pi asi como también ratones de control infectados y no
infectados se pesan y se examinan histolégicamente. La arquitectura esplénica de todos los ratones infectados
MAIDS se desorganiza profundamente como se reportdé previamente (Hartley et al., 1989). En contraste, la
arquitectura esplénica de los ratones tratados Vb con pesos de bazo normales (por debajo de 0.25 g) es
indistinguible de aquel de ratones de control no infectados (Figura 3).

En el soporte de estos datos histolégicos, los resultados preliminares con base en analisis FACS de células de bazo
de ratones tratados Vb pi del dia 14 en proporciones celulares mostradas pi de 10 semanas (células CD4+, CD8+ y
B) y las distribuciones como aquellas observadas en ratones no infectados normales (datos no mostrados).

2.2. Proteccion a largo plazo de desarrollo MAIDS luego de terapia Vb

Con el fin de determinar si los ratones infectados se protegen completamente del desarrollo de MAIDS o si el
tratamiento Vb Unicamente retrasa el inicio y la progresion de la enfermedad tratamos ratones con Vb en el dia 14 pi
y esperamos hasta 20 semanas pi para examinar los ratones. Los resultados de este experimento (Figura 4)
muestran que 80 % (4/5 ratones) se protegen de cualquier esplenomegalia en 20 semanas pi que confirman la
accion altamente efectiva del régimen de tratamiento 14 Vb.

2.3. No hay proteccién de reexposicion de virus luego de terapia Vb

Para determinar si los ratones protegidos de MAIDS mediante el desarrollo de tratamiento Vb pi dia 14 una
respuesta inmunoldgica que luego los protegeria de una reexposicion posterior con los grupos de virus MAIDS de
ratones, que se les da terapia Vb en el dia 14 pi, exponemos con el virus MAIDS en post-tratamiento Vb 3 o 8
semanas. Los ratones no se protegen de reexposicion virica y desarrollan esplenomegalia y linfadenopatia que
indica desarrollo MAIDS a 20 semanas (Figura 5). Este no es un resultado no esperado como la inmunosupresion
dominante mediante la poblacién reguladora de células que habran restaurado como una consecuencia de la
respuesta efectora inmune a la segunda infeccién (no tratada).

3. Terapia Vb activa las células cD4+
3.1. Andlisis FACS Directo de Células de Bazo Luego de Terapia Vb en Post-Infeccion Dia 14

Se realiza analisis FACS de células CD4+ u CD8+ T preparadas de bazos de ratones tratados con Vb en el Dia 14 pi
(Figura 6). También se examinan las células T CD25+CD4+ cuando estos se han identificado recientemente que
tiene una funcién reguladora importante en modelos de ratén de enfermedad autoinmune e inmunologia de tumor
(Takahashi et al., 1998; Shimizu et al., 2000). Es posible que estas células puedan cumplir una funcién en la
regulacion de la respuesta inmunoldgica a MAIDS. A los ratones de control no infectados y pi Dia 14 se les da
terapia Vb y los bazos se recolectan en 48 horas post-tratamiento Vb. El andlisis de los datos muestran que mientras
se reducen los subconjuntos de células mediante la terapia Vb, la comparacién de las relaciones no infectado a
infectado muestran que es las células T CD4+ y las células T CD25+CD4+ que se activan preferiblemente mediante
el tratamiento Vb en ratones infectados MAIDS.

3.2. Experimentos de transferencia de células de bazo: terapia Vb activa las células CD4+

El experimento previo muestra que los subconjuntos de células inmunes principales (células CD4+ y CD8+s)
residentes en el bazo todas se afectan por tratamiento Vb, sin embargo, parece que las células CD4+ se activan
preferiblemente que un subconjunto de estas células se pueden expandir clénicamente en el dia 14 pi. Los
experimentos ilustrados en la Figura 7 se disefian para determinar si una dosis Unica de Vb, administrado a 14 dias
pi, se elimina una poblacién para expandir las células T reguladoras CD4+ y por lo tanto liberan las células efectoras
de la regulacion por disminucion y depuracion del anfitrion del virus MAIDS.
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Los ratones se infectan con MAIDS, reciben tratamiento Vb pi dia 14 y luego reciben una transferencia adoptiva de
~10’ de células de bazo de ratones donantes preparados como se destaca en la Figura 7. Para cada experimento
[designado grupos (1), (II) y (1lI)] que consiste de 7 ratones receptores y 9 ratones donantes. Los ratones en el Grupo
I reciben bazos completos de ratones infectados que no reciben ningin tratamiento Vb. Los ratones en el Grupo |l
reciben preparaciones de células de bazo completas, de ratones infectados, que habian agotado células CD4 +
utilizando un clasificador de células FACS después de tincion con anticuerpo monoclonal anti-CD4 marcado con
fluorocromo. La clasificacion celular resulta en la remocion de 99.5 % de células CD4+ de preparaciones de células
de bazo. Los ratones en el Grupo Il reciben bazos completos de ratones donantes infectados que también reciben
tratamiento Vb en el dia 14 pi.

La infusion de ratones infectados MAIDS tratados Vb con células de bazo de donantes infectados MAIDS evita
completamente que los ratones se protejan del Vb del desarrollo de MAIDS (Figura 8). Mas aun, las células de bazo
gue superaron el efecto protector de Vb son células CD4+ debido a que cuando las células CD4+ se retiran de las
células de bazo donantes antes de transferencia, mediante clasificacion FACS, el efecto protector de Vb no se
supero. Adicionalmente, la infusion de MAIDS tratado con Vb infectan ratones con células de bazo de ratones
donantes infectados con MAIDS que también se les da en el dia 14 Vb muestran que estos ratones estan
completamente protegidos del desarrollo MAIDS (Figura 8).

3.3. Agotamiento in vivo de células CD4+ en el dia 14 post-infeccién resulta en proteccion de desarrollo MAIDS

Los resultados de transferencia de bazo son consistentes con la interpretacion que, en el dia 14 pi, las células
efectoras inmunes co-existen con una poblacion clénicamente expandida de células reguladoras que son CD4+, y
gue Vb es terapéutico por virtud de su capacidad de destruir el Gltimo. Por lo tanto, un agotamiento in vivo de células
CD4+ en el punto de tiempo pi 14 dia deben imitar el efecto de Vb. Un diagrama de flujo del experimento se
presenta en la Figura 9. Se infectan grupos de 5 ratones con los virus MAIDS y luego se tratan con anticuerpos
monoclonales para agotar el anfitrion del subconjunto de célula T CD4+ o CD8+ en el dia 14 pi. Se recolectan los
anticuerpos monoclonales de los sobrenadantes de estirpes celulares de hibridoma que produce un hibridoma y se
purifican mediante precipitacién de sulfato de amonio. La prueba in vivo resulta en una reduccion 98 % en células
CD4+ y una reduccion del 95 % en células CD8+ de una inyeccién Unica (0.5 mg i.p.) de la preparacién de
anticuerpo monoclonal concentrado apropiado.

Claramente, en tratamiento en el dia 14 pi con el anticuerpo monoclonal anti- CD4+ resulta en la prevencion de
MAIDS en ratones infectados imitando por lo tanto el efecto de una inyeccidon Vb en el dia 14 pi (Figura 10). En
contraste, el agotamiento in vivo de células CD8+ en el dia 14 pi no tienen efecto en la evolucién de la enfermedad.
Esta resulta la hipétesis que una poblacion de células T CD4+ se regula funcionalmente por disminucion de células
efectoras inmunes que responden a la infeccion virica. Adicionalmente, la remocion de las células reguladoras
dominantes CD4+ permite que las células efectoras inmunes respondan mas efectivamente a la infeccién virica que
resulta en evolucién de la enfermedad mas lenta o quizas depuracion completa del virus MAIDS de su anfitrién.

4. Resumen

Los presentes ejemplos indican que existe una poblacion de células “reguladoras” que regulan por disminucion la
respuesta inmunolégica al virus MAIDS, lo que permite que el virus prolifere y provoque enfermedad. La remocion de
las células reguladoras en los momentos apropiados después de infeccion permite que las células efectoras (tal
como células B y células T CD8+) depuren mas efectivamente el virus, evitando el desarrollo de la enfermedad. Se
proponen estas células reguladoras para controlar la activacion y/o funcién de las células tal como células T CD8+ y
células B, que acttan como células efectoras, para combatir la infeccion virica.

La modulacién de la respuesta inmunolégica al eliminar especificamente una poblacién de células reguladoras
inmunes se ha investigado previamente por Robert North y colegas utilizando un modelo de linfoma de célula T de
murino (North and Awwad, 1990). North propone que el tumor inmunogénico es capaz de establecer y crece debido
a la regulacion por disminucién de la respuesta inmunologica mediante una poblaciéon de células T reguladoras
CD4+. Esta regulacion no permite que se regule la respuesta inmunolégica para desarrollarse suficientemente en
magnitud para provocar evolucion de tumor. Se nota que el tratamiento con una dosis Unica de Vinblastina (Vb) en
diferentes momentos luego de inoculacién de tumor que resulta en mejora (dia 10) o regresion (dias 4, 6, 13 y 15)
del tumor. North hipotetiza que la regresién observada se debe a eliminacion de las células T reguladoras CD4+ en
aquellos puntos de tiempo. En una serie de experimentos que implican el agotamiento selectivo de células T CD4+y
CD8+ se identifican las células reguladoras como es del fenotipo CD4+.

El ADN cromosoémico de ratones silvestres y de criadero contiene mdltiples copias de las secuencias reactivas con
sondas de acido nucleico MuLV. Entre estas secuencias que son completas, los genomas potencialmente
infecciosos de numerosos MuLV (Chattopadhyay et al., 1980). Todos los MuLV comparten alta homologia de
secuencia. Hacemos hipdtesis de que cuando estas proteinas MuLV enddgenas se expresan durante desarrollo
estos se reconocen como autoantigenos mediante el sistema inmunoldgico. Debido al alto nivel de homologia entre
las secuencias de aminoacido y acido nucleico endégeno y exégeno MuLV un MuLV infectado también se puede
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reconocer parcialmente como auto mediante el sistema inmunoldgico, y cualquier respuesta inmunoldgica a la
infeccidn virica se regulan por disminucién, lo que resulta en una carencia de depuracién virica y el desarrollo de la
enfermedad.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una composicion que comprende un polipéptido antigénico retrovirico o ADN que codifica el
polipéptido para la fabricacion de un medicamento para administrar a un sujeto mamifero una infeccién retrovirica,
en donde al sujeto se le administra posteriormente un agente que inhibe la produccioén de, y/o destruye, las células T
reguladoras, y en donde el tiempo de administracion del agente se selecciona de tal manera que ejerce un efecto
proporcionalmente mayor contra las células T reguladoras que las células T efectoras, y en donde el agente se
selecciona del grupo que consiste de farmacos anti-proliferativos, radiacién y un anticuerpo que se une
especificamente a células T CD4+.

2. Uso de un agente que inhibe la produccion de, y/o destruye, las células T reguladoras para la fabricacién de
un medicamento para administrarle a un sujeto mamifero una infeccion retrovirica, en donde el sujeto se le ha
administrado previamente una composicién que comprende un polipéptido antigénico retrovirico o ADN que codifica
el polipéptido, y en donde el agente se administra en un momento seleccionado de tal manera que ejerce un efecto
proporcionalmente mayor contra las células T reguladoras que las células T efectoras, y en donde el agente se
selecciona del grupo que consiste de farmacos anti-proliferativos, radiacion y un anticuerpo que se une
especificamente a células T CD4+.

3. Uso de una composicién que comprende un polipéptido antigénico retrovirico o ADN que codifica el
polipéptido, y un agente que inhibe la produccién de, y/o destruye, las células T reguladoras para la fabricacion de
un medicamento para administrarle a un sujeto mamifero una infeccién retrovirica, en donde el sujeto se le
administra la composicién antes del agente, y en donde el tiempo de administracion del agente se selecciona de tal
manera que ejerce un efecto proporcionalmente mayor contra las células T reguladoras que las células T efectoras,
y en donde el agente se selecciona del grupo que consiste de farmacos anti-proliferativos, radiacion y un anticuerpo
gue se une especificamente a células T CD4+.

4. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el agente se administra
aproximadamente cuando las cifras de célula T CD8+CD4 han alcanzado un pico en respuesta a la administracion
de la composicion.

5. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el agente se administra
aproximadamente cuando la cifra de particulas viricas ha empezado a estabilizarse o aumentarse luego de la
administracion de la composicion.

6. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el polipéptido antigénico
retrovirico se proporciona al sujeto al administrar una vacuna que comprende el polipéptido antigénico de retrovirus y
un portador farmacéuticamente aceptable.

7. El uso de la reivindicacién 6, en donde la vacuna comprende adicionalmente un adyuvante.

8. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el polipéptido antigénico se
proporciona al sujeto al administrar una vacuna de ADN que codifica el polipéptido antigénico retrovirico.

9. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el polipéptido antigénico se
proporciona al sujeto mediante el consumo de una planta transgénica que expresa el polipéptido antigénico
retrovirico.

10. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el sujeto se ha expuesto a
terapia de farmaco antiretrovirica antes de que se administre la composicion.

11. Uso de un farmaco antiretrovirico para la fabricacién de un medicamento para administrarle a un sujeto
mamifero una infeccién retrovirica, en donde el sujeto se expone a terapia de farmaco antiretrovirica, y se administra
posteriormente con un agente que inhibe la produccién de, y/o destruye, las células T reguladoras, en donde el
agente se administra después que ha concluido la terapia de farmaco antiretrovirica y una expansion resultante en
las cifras retroviricas ha conducido a un aumento en las cifras, y/o activacién, de células T efectoras dirigidas contra
el retrovirus, y en donde el tiempo de administracion del agente se selecciona de tal manera que ejerce un efecto
proporcionalmente mayor contra las células T reguladoras que las células T efectoras, y en donde el agente se
selecciona del grupo que consiste de farmacos anti-proliferativos, radiacion y un anticuerpo que se une
especificamente a células T CD4+.

12. Uso de un agente que inhibe la produccion de, y/o destruye, las células T reguladoras para la fabricacién de
un medicamento para administrarle a un sujeto mamifero una infeccién retrovirica, en donde el sujeto se ha
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expuesto a terapia de farmaco antiretrovirica, y en donde el agente se administra después que ha concluido la
terapia de farmaco antiretrovirica y una expansion resultante en las cifras retroviricas ha conducido a un aumento en
las cifras, y/o activacion, de células T efectoras dirigidas contra el retrovirus, y en donde el tiempo de administracion
del agente se selecciona de tal manera que ejerce un efecto proporcionalmente mayor contra las células T
reguladoras que las células T efectoras, y en donde el agente se selecciona del grupo que consiste de farmacos
anti-proliferativos, radiacion y un anticuerpo que se une especificamente a células T CD4+.

13. Uso de un farmaco antiretrovirico, y un agente que inhibe la produccion de, y/o destruye, las células T
reguladoras para la fabricaciéon de un medicamento para administrarle a un sujeto mamifero una infeccion retrovirica,
en donde el sujeto se expone a terapia de farmaco antiretrovirica, y se le administra posteriormente el agente, y en
donde el agente se administra después que ha concluido la terapia de farmaco antiretrovirica y una expansién
resultante en las cifras retroviricas ha conducido a un aumento en las cifras, y/o activacion, de células T efectoras
dirigidas contra el retrovirus, y en donde el tiempo de administracion del agente se selecciona de tal manera que
ejerce un efecto proporcionalmente mayor contra las células T reguladoras que las células T efectoras, y en donde el
agente se selecciona del grupo que consiste de farmacos anti-proliferativos, radiaciéon y un anticuerpo que se une
especificamente a células T CD4+.

14. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en donde el agente se administra
aproximadamente cuando las cifras de célula T CD8+CD4 han alcanzado un pico en respuesta a la conclusion de la
terapia de farmaco antiretrovirica.

15. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en donde el agente se administra
aproximadamente cuando las cifras de particulas viricas han alcanzado un pico, o se empiezan a reducir después de
este pico, en respuesta a la conclusion de la terapia de farmaco antiretrovirica.

16. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde el farmaco anti-proliferativo
se selecciona del grupo que consiste de vinblastina y vinblastina anhidra.

17. El uso de de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en donde el retrovirus se
selecciona del grupo que consiste de HTV-1, VIH-2, HTLV-1y HTLV-2.

18. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en donde el método se repite por lo
menos una vez.

19. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en donde el sujeto mamifero es un
humano.
20. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19 en donde el farmaco anti-proliferativo

se selecciona de 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, procarbazina, mitotano, aminoglutetimida, prednisona, caproato de hidroxiprogesterona,
acetato de medroprogesterona, acetato de megestrol, dietilstilbestrol, etinil estradiol, tamoxifen, propionato de
testosterona, isotopos radioactivos, cadena A de ricino, taxol, toxina difteria y exotoxina A seudomonas.

21. Un método para determinar cuando un agente que inhibe la producciéon de, y/o destruye, las células T
reguladoras, se va a administrar a un sujeto mamifero una infeccién retrovirica que ha sido expuesto a un
tratamiento que aumenta las cifras de, y/o activa, las células T efectoras dirigidas contra el retrovirus, el método
comprende

(i) analizar una muestra previamente obtenida del sujeto para (a) las cifras de célula T efectora y/o (b) cifras o
actividad de célula T reguladora, o un marcador de la misma, o

(i) supervisar la carga virica en el sujeto; en donde el agente se selecciona del grupo que consiste de farmacos anti-
proliferativos, radiacion y un anticuerpo que se une especificamente a células T CD4+.

22. El método de la reivindicacién 21, en donde el método incluye determinar las cifras de célula T CD8+CDA4.
23. El método de la reivindicacién 21, en donde el método incluye determinar nimeros de célula T CD4+CD8.
24. El método of la reivindicacion 21, en donde el método incluye determinar las cifras de particulas viricas.
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