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DESCRIPCION
Vacuna bioldgica autéloga contra el cancer
Campo de la invencion

El conocimiento desarrollado sobre el sistema inmunitario en el siglo veinte y en la actualidad, ha permitido su uso
en el tratamiento contra el cancer; asi nos lo comunican cientificos del mundo, indicando que se ha podido reactivar
el sistema inmunitario con inmunoterapia, principalmente de vacunas con las que ha sido posible bloquear las
células tumorales y proporcionar calidad de vida y supervivencia a los pacientes tratados con dichas vacunas. Se
sabe también que los tratamientos convencionales tales como quimioterapia y radioterapia no "curan" el cancer, sino
gue son terapias paliativas con muchos efectos secundarios en casi todos los sistemas corporales, provocando a su
vez lo que se ha denominado el "segundo tumor" o metastasis y progresion de la enfermedad. Por lo tanto, la
inmunoterapia ofrece una nueva alternativa de tratamiento del cancer, puesto que no genera los efectos secundarios
de otros tratamientos. La inmunoterapia se considera como el cuarto tratamiento contra el cancer.

Actualmente se conocen varios estudios sobre vacunas contra el cancer y algunos en los que se utilizan antigenos
tumorales extraidos a través del suero de pacientes con cancer, con el fin de estimular el sistema inmunitario e
inducir una respuesta inmunitaria especifica contra las células tumorales.

Cada vacuna presenta determinados componentes en base al tipo de vacuna deseada: existen vacunas biolégicas,
sintéticas, genéticas, proteicas, antigénicas, de células dendriticas, etc.

Se cree que el mecanismo de accion de la vacuna puede incluir la inhibicién de la enzima colagenasa empleada por
las células tumorales para provocar la disolucién del colageno utilizada por todas las células para permanecer
unidas. Otro mecanismo posible de acciéon es que aumentando la concentracién de colageno con la vacuna, se
inhibe la enzima colagenasa y se bloquea la metastasis en otros 6rganos mediante las células tumorales.

La vacuna es un compuesto biolégico que pretende reactivar y estimular las células del sistema inmunitario, los
linfocitos B, los linfocitos T y los linfocitos CN para bloquear la metastasis de las células tumorales y reactivar la
médula 6sea deprimida por el mismo cancer y por medio de los tratamientos convencionales, tales como
quimioterapia y radioterapia.

Antecedentes de la invencion

Actualmente, se han realizado estudios de investigaciéon que buscan determinar el comportamiento del sistema
inmunitario con el fin de buscar alternativas en la lucha contra las células tumorales. Entre los documentos del
estado de la técnica relacionados con la presente invencion destacan:

la solicitud de la patente Colombiana CO 5930064 que divulga la vacuna autéloga CIMT-54.

La solicitud de la patente Europea EP1523989 desvela composiciones y métodos para tratar y/o prevenir el cancer
en un animal. Se describen mejoras con el empleo de una vacuna en base a levaduras que comprende un vehiculo
de levaduras y un antigeno seleccionado para generar una respuesta inmunitaria humoral en el animal. Dicha
vacuna comprende un vehiculo de levaduras y una proteina de fusién expresada por el vehiculo de levaduras que
comprende: al menos un antigeno de cancer y un péptido unido al extremo N-terminal del antigeno de céncer. El
péptido con una secuencia aminoacida establecida estabiliza la expresion de la proteina de fusién en el vehiculo de
levaduras o previene las modificaciones de traduccion de la proteina de fusion expresada.

Por su parte, la publicacion W02009/066824 desvela una vacuna profilactica e inmunolégica para terapia que
comprende monocitos o células mieloides inmaduras (CMIs) cargadas con el ligando del linfocito CN nativo y un
antigeno para la prevencion y tratamiento del cancer, mas precisamente una vacuna que comprende monocitos de
CMI cargados con a-galactosilceramida y un antigeno para generar una respuesta inmunitaria especifica. El
antigeno se obtiene a partir del tumor y se expresa mediante transduccion de un virus recombinante (adenovirus,
retrovirus, virus vacuna, poxvirus, virus Sindbis). Entre los antigenos empleados se encuentran Her-2/neu,
proteinasa 3, un gen asociado al tumor de Wilm, murinoglobulina, y otros.

La solicitud de la patente Europea EP 1576966 proporciona un método para la preparacién de una vacuna. El
método incluye: (1) analizar un antigeno especifico de un patégeno particular; (2) obtener un polinucleétido
codificante de un antigeno especifico, (3) obtener una secuencia polinucleétida con una diferencia suficiente del
polinucledtido, (4) preparar una vacuna utilizando la secuencia polinucleétida. La vacuna antitumoral corresponde en
particular a una vacuna molecular EGFR, preparada a partir de una molécula EGRF como antigeno y proteinas,
genes, virus o bacterias establemente transformados. Una de las funciones biolégicas de las vacunas moleculares
EGFR es que poseen un efecto antitumoral sobre una variedad de tumores sélidos en los que se sobreexpresa la
molécula EGFR, es decir, cancer de pulmén, de mama, de ovarios, de colon, de préstata y de estbmago, entre otros,
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comprendiendo ademas un efecto inmunolégico protector e inhibicidon terapéutica de la metastasis. La vacuna
genera una respuesta inmunitaria activa y pasiva por el organismo tratado.

La publicacion WO 2004/0077334 se refiere a plasmidos construidos que expresan el gen Her-2/neu humano y
poseen actividad anticancerigena y a una vacuna que comprende los mismos para prevenir y/o tratar el cancer. Los
plasmidos se utilizan como vectores que codifican antigenos asociados al tumor. El documento menciona que se
generan facilmente y son seguros para su administracion. Dichos plasmidos se preparan insertando un gen HER-
2/neu truncado carente de dominio intracelular en un plasmido pTV2 o pCK. Los plasmidos traducen adicionalmente
un gen de citoquina. La vacuna comprende los plasmidos preparados, un transportador farmacéuticamente
aceptable y un gen de citoquina.

De manera similar, la publicacion WO 2009/083202 se refiere a un parvovirus caracterizado por un genoma
enriguecido en CpG, en el que el genoma contiene al menos 2 insertos CpG adicionales que no estan presentes en
el genoma natural, y el uso de un parvovirus en base a parvovirus H1, Lu lll, virus mindsculo de raton (VMR),
parvovirus de raton (PVR), virus minusculo de rata (VMR), virus de rata (VR), vectores en base a las especies
previas y/o células capaces de producir de manera activa las especies anteriores para la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento contra el cancer, especificamente carcinoma pancreatico, hepatoma o
linfoma.

La solicitud de la patente de Estados Unidos US 2009/0117081 desvela que los parvovirus, tales como el virus
adeno-asociado tipo 2 (VAA2), son oncoliticos, median de manera selectiva la apoptosis en las células cancerigenas
y sus precursores, mientras dejan intactas las células sanas. Se desvela ademas una composicion farmacéutica que
comprende estos virus y un vehiculo.

La solicitud de la patente EP 1523989 se refiere a un proceso para la preparacion de una vacuna anticancerigena
obtenida a partir de suero o leucocitos autélogos. El método de preparacion incluye coagular una cantidad definida
de sangre del paciente con cancer que no se ha tratado con quimioterapia o radioterapia, centrifugar dicha sangre
con una velocidad rotacional de al menos 2.000 rpm durante 30 segundos, combinar el suero sobrenadante con una
solucion acuosa de formaldehido a una temperatura de al menos 37 °C durante al menos 28 dias, tratar el producto
de la etapa previa con acido fosférico, filtrar, tratar el precipitado con una solucién acuosa de acido clorhidrico para
reducir el pH a 4, centrifugar el producto a una velocidad rotacional de al menos 2.000 rpm, recoger el precipitado,
tratar y disolver el precipitado con una soluciéon tampén para aumentar el pH a un valor fisioloégico y repetir las
ultimas ocho etapas.

La solicitud de la patente Espafiola ES2250226 reivindica el uso de parvovirus no patégenos para la preparacion de
un medicamento para reducir los efectos secundarios de las terapias con agentes genotéxicos en pacientes con
enfermedades crénicas y/o consuntivas, la reduccion de los efectos secundarios aparece con el mantenimiento o
aumento de la dosis con agentes genotoxicos y los efectos secundarios afectan a los parametros hematologicos.

En el estado de la técnica también se describen informes de las investigaciones realizadas por el Dr. Matthias Rath
relacionadas con los mecanismos que emplea el cancer para expandirse por el cuerpo y en particular con el
mecanismo de la degradacion del colageno. Pese a que la técnica anterior ha buscado soluciones al problema
técnico, que es proporcionar alternativas terapéuticas seguras y eficaces y sin los efectos secundarios asociados
con la quimioterapia y la radioterapia, no existen aun vacunas biolégicas que, a partir del antigeno asociado al tumor
(obtenido del suero del paciente con cancer) y adyuvantes tales como un virus ADN atenuado, especificamente un
parvovirus y aminoacidos especificos, permitan no solo tratar el cancer sin efectos secundarios sino que también
inhiban la metastasis y proporcionen calidad de vida y supervivencia general.

En particular, es relevante mencionar que ninguna de las anterioridades referidas indica resultados experimentales o
estudios clinicos que demuestren la eficacia de los métodos y vacunas en seres humanos. En cambio, se ha
demostrado la eficacia de la vacuna de la presente invenciéon en seres humanos como se mostrara posteriormente
en los ejemplos. Por lo tanto, la vacuna de la presente invencion proporciona las siguientes mejoras y ventajas con
respecto a las vacunas convencionales de la técnica anterior:

1. Comprende el genoma del parvovirus (PVC-2) no patégeno y atenuado, que contiene genes para dirigir la
produccién de 4 o 5 proteinas, tres de ellas forman la céapside viral. Estos virus que solo poseen
aproximadamente 5.000 nucledtidos son faciles de secuenciar, de modo que es posible mapear nucledtidos; a
partir de estas proteinas se produce una inmunidad celular activa.

2. Posee un antigeno que se extrae a través de la sangre del paciente (autdlogo), cuya proteina tumoral se
sobreexpresa, provocando una inmunidad humoral, con produccién de anticuerpos (Ab).

3. No provocara dafio alguno a las células sanas, aunque reaccionara especificamente contra las células
tumorales.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2568 942 T3

4. Reactivara la médula 6sea (glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas) deprimida por el cancer y por los
tratamientos tradicionales, demostrado en los estudios clinicos. Ha mostrado que puede reactivar las defensas
(linfocitos T y B).

5. Presenta ciertos aminoacidos como adyuvantes que bloquearan la enzima colagenasa y/o aumentaran el
colageno degradado por las células tumorales, para a su vez regenerar los tejidos dafiados por el mismo cancer
o por los tratamientos convencionales aplicados.

6. En los pacientes tratados con quimioterapia y/o radioterapia, la vacuna puede reducir los efectos secundarios
provocados por dichos tratamientos tradicionales, mejorando la calidad de vida y supervivencia de los pacientes,
demostrado en los estudios clinicos de pacientes tratados en estadios avanzados de la enfermedad.

7. A diferencia de otras vacunas, se ha ensayado en seres humanos en fases clinicas | y Il, mostrando una
seguridad del 98 % en los pacientes tratados. Solo se han descrito efectos secundarios leves, tales como
irritacion en el sitio de aplicacién de la vacuna (no en todos los pacientes) y ligero eritema que disminuye tras
unos minutos.

8. La vacuna ensayada en seres humanos en fase clinica ll, a diferencia de otras vacunas presentadas, muestra
una eficacia en tipos especificos de cancer, tales como melanoma maligno, cancer de mama, cancer de prostata
y canceres hematopoyéticos, que resulta ventajoso, ya que no solo permite obtener una respuesta inmunitaria de
tipo humoral (Ac), sino también produce una inmunidad celular activa especifica contra las células tumorales,
gracias a los componentes que constituyen la vacuna.

9. En los estudios de estadios | y Il, se mostré que durante los 24 meses de estudio y tratamiento de los
pacientes, se pudo dar a la mayoria de ellos calidad de vida (Karnofsky) y supervivencia, superando las
expectativas dadas a los pacientes con los tratamientos convencionales.

Descripcion de la invencion

La vacuna de la presente invencion comprende la mezcla de sustancias denominadas "adyuvantes inmunolégicos"
junto con el principio activo especifico, una proteina sobreexpresada en las células cancerigenas, llamada antigeno
asociado al tumor (AAT). Entre los adyuvantes se halla un parvovirus atenuado y los tres aminoacidos lisina, prolina
y glicina que produciran una repuesta inmunitaria al estimular y aumentar las proteinas llamadas interferones (INF
alfa y gamma), al igual que algunas citoquinas, tales como IL-2 que activan los linfocitos B, al producir una
inmunidad humoral (anticuerpos) y celular, al aumentar los linfocitos T, Th (Lth1 y Lth2) que permiten la activacion
de linfocitos T citotoxicos (LTC) y linfocitos CN, a partir del CMH | y I, con el fin de bloquear y llevar normalmente las
células tumorales a la apoptosis. Se ha mostrado que en el suero de los pacientes con cancer se encuentra entre el
70 % y 90 % de las proteinas tumorales sobreexpresadas.

Se ha descubierto que la vacuna de la invencién reactiva el sistema inmunitario y bloquea las metastasis en los
estadios tempranos del cancer. De manera similar, provoca una respuesta inmunitaria contra las células tumorales y
da lugar a la producciéon de nuevas células de defensa, tales como linfocitos B (inmunidad humoral) y linfocitos Tc,
Th y CN (inmunidad celular). Adicionalmente bloquea el crecimiento y la diseminacién (metastasis) de las células
tumorales al inhibir la produccién de la enzima colagenasa, que provoca las metastasis de las células malignas a
otros tejidos, o porque reactiva la produccién de colageno, que es el responsable de mantener las células normales
y tumorales unidas entre si.

Los resultados obtenidos tras la aplicacion de varias dosis de la vacuna, especificamente entre 1 y 10 dosis durante
24 meses de tratamiento, muestran que la vacuna de la invencion es capaz de reactivar la médula 6sea a medio y
largo plazo y es capaz asimismo de inhibir el crecimiento tumoral cuando aun no se ha introducido otro tratamiento.
Adicionalmente, se ha observado que igualmente ayuda a disminuir los sintomas producidos por las terapias
tradicionales, tales como quimioterapia y/o radioterapia.

Se ha mostrado ademas que la vacuna mejoré la calidad de vida y supervivencia general de los pacientes incluso
mas alla de lo pronosticado por el tratamiento convencional segun el tipo de cancer en el periodo de tratamiento, y
en particular para el cancer de tipo melanoma, cancer de mama, leucemias y linfomas. Los resultados estadisticos
permiten concluir que la vacuna es segura y eficaz.

Descripcion detallada de la invencion
El disefio y desarrollo de la vacuna comenzé con los estudios preclinicos en animales experimentales, ratas Wistar y
algunos otros roedores mas pequefios, en los que se realizaron ensayos de toxicidad en vacunas (seguridad) y

eficacia ante ciertos tipos de tumores humanos recreados o reproducidos en animales.

También se realizaron algunos estudios de citotoxicidad en linfocitos humanos sanos para ensayar la seguridad de
la vacuna segun la dosis aplicada. En primer lugar, se busco un prototipo de proteina viral que no fuera dafino para
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el hombre, y que a su vez fuera capaz de estimular la produccién de proteinas llamadas interferones (INF alfa, beta
y gamma). En segundo lugar, se buscaron aminoacidos para bloquear de manera especifica las células tumorales
sin dafar las células normales, para que estas células tumorales alcancen la apoptosis. Los estudios realizados han
permitido observar la regresion tumoral y el bloqueo de la metastasis en algunos tipos y estadios de cancer, lo que
corrobora la eficacia y la seguridad de la vacuna a nivel humano.

Los componentes esenciales de la vacuna de la invencién son:

1. Un componente activo denominado antigeno asociado al tumor (AAT) presente en el suero de los pacientes
diagnosticados con cancer en una concentracion de 70 a 90 %.

2. Una proteina viral atenuada, un preparado vacunal de parvovirus, que no dafa a los seres humanos, aunque
sirve para estimular los INF alfa y gamma. Se pretende bloquear el ADN de la célula tumoral y producir nuevas
proteinas que son capaces de reactivar los linfocitos T para que aprendan a reconocer y a atacar solo las células
tumorales, respetando las células sanas del paciente con cancer.

3. Los otros componentes corresponden a los aminoacidos de lisina, prolina y glicina que forman la estructura
principal del colageno y sirven para renovar el colageno perdido y dafiado por las células tumorales, o para
inhibir la enzima colagenasa, responsable de disolver el colageno y

producir la metastasis.

Posible mecanismo de accion de la vacuna:

Un posible mecanismo de accidn de la vacuna es la reactivacion del sistema inmunitario de las células dendriticas
halladas en la piel (sitio de aplicacion de la vacuna) y consideradas como células presentadoras de antigeno (CPAs).
Estas células estimularan los linfocitos Th1 activando la produccién en la médula 6sea de glébulos rojos y blancos y
algunas citoquinas, tales como IL-2, FNT, e INF entre otros, e inhibiendo a través de Th2s, otros factores tales como
IL-6 e IL10. Mediante la accion de este estimulo y a través del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) tipo II,
se envia un mensaje por medio de los linfocitos T auxiliares (Th) y los linfocitos T citotdxicos (LTC) para que sean
capaces no solo de identificar el péptido dado, sino también de inducir apoptosis de las células tumorales. De
manera similar, presentando el antigeno (Ag) asociado al tumor, se produciran nuevos anticuerpos por accion de los
linfocitos B, responsables de provocar una respuesta humoral.

Se sabe que una vacuna es una sustancia capaz de provocar una respuesta inmunitaria. De forma similar, una
vacuna autéloga corresponde a una vacuna preparada a partir de componentes del mismo organismo a tratar.

Segun lo anterior, se realiza que los componentes de la vacuna comprenden especificamente:
1. Un solvente, particularmente agua destilada (H20).
2. Un componente activo, antigeno asociado al tumor (AAT), para cada tipo de cancer.
3. Un virus ADN atenuado, del tipo parvovirus de un preparado vacunal. El PVC-2 es un virus con ADN que
contiene genes para dirigir la produccion de 4 o 5 proteinas, tres de ellas forman la capside viral. Estos virus que
solo tienen aproximadamente 5.000 nucleétidos son faciles de secuenciar, por lo tanto es posible mapear
nucleétidos, segun el conocimiento del experto en la materia. El virus no puede transmitirse a los seres humanos
0 a otros animales.

4. El aminoacido esencial es lisina y los aminoacidos no esenciales son prolina y glicina.

Método de preparacién

Segun la descripcion previa, el método de obtencion de la vacuna comprende las siguientes etapas:

- Obtener el antigeno asociado al tumor: a partir de un tratamiento realizado en la sangre del paciente con cancer,
que incluye coagulacioén, centrifugacion, lavado, extraccion vy filtracion de la suspension obtenida, es posible
obtener el antigeno asociado al tumor, en funcién del tipo del cancer del paciente.

- Obtener una vacuna con virus ADN atenuado: el virus utilizado para la preparacion de la vacuna de la presente
invencion forma parte de la familia de los picornavirus, denominada Parvovirus (del latin: parvulos: pequefio y
viridae: virus). Obtener un preparado vacunal a partir de dicho virus incluye asepsia y antisepsia del mismo para
su adicion posterior.

- Introducir agua destilada y desionizada en un recipiente con agitador magnético.

- Centrifugar.

- Afadir uno a uno, o al mismo tiempo, los aminoacidos esenciales y no esenciales al agua destilada en las
cantidades deseadas.

- Afdadir el preparado vacunal viral.
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- Anfadir el antigeno asociado al tumor.

- Filtrar y enfriar.

Ha de mencionarse que cada uno de estos pasos puede llevarse a cabo por un experto en la materia en base a sus
conocimientos y segun los ejemplos expuestos a continuacion.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran la presente invencién. Sin embargo, ha de entenderse que estos no son limitativos,
segun el conocimiento de un experto en la materia.

EJEMPLO 1: PREPARACION DE LA VACUNA

Obtencion del antigeno asociado al tumor

Se trata la sangre de los pacientes con cancer, de la siguiente manera:

a. Se extraen 4 mililitros de sangre periférica del paciente en una tapa de tubo amarilla que contiene un gel
separador de células sanguineas y se dejan 1 hora para que coagulen.

b. A continuacion se centrifugan a 2.000 rpm durante 15 minutos para separar las células sanguineas del suero y
se extrae 1 mililitro del suero envasandolo en un tubo Ependorf; después se lleva al frigorifico (no al congelador)
a -4 °C durante 3 dias.

c. Después se lava el suero con agua destilada, se centrifuga de nuevo a 2.000 rpm durante 15 minutos, tres
veces.

d. El sobrenadante, que contiene la mayor parte de proteinas, se suspende en la solucién y se eliminan 0,2
microlitros de la suspensidn con una micropipeta de 5 microlitros.

e. Por ultimo, se realiza una filtracién con un filtro millipore de 0,22 micrémetros para eliminar cualquier impureza
en el suero.

f. Una vez filtrado, es necesario que el suero obtenido se envase en un tubo Ependorf para preparar
posteriormente la vacuna autdloga para cada paciente segun su tipo de cancer.

Conviene observar que una parte de ese suero en sangre centrifugado, lavado y filtrado se envia a quimica
sanguinea para cuantificar la proteina y de esta forma saber el nivel de antigeno en la muestra enfriada.

Preparacion del virus ADN atenuado

Como se ha indicado previamente, el virus utilizado en la vacuna de la presente invencion forma parte de la familia
de los picornavirus, denominada Parvovirus (del latin: parvulos: pequefio y viridae: virus).

El virus se adquiere comercialmente como preparado vacunal, que contiene la vacuna viva atenuada patentada de la
cepa C 154. Esta cepa muy inmunogénica presenta un nivel elevado del antigeno parvovirus, que tiene la ventaja de
una fuerte respuesta de linfocitos By T.

Una vez adquirido el preparado vacunal de parvovirus (PVC), anterior a asepsia y antisepsia, se extraen 0,20 ml de
dicha vacuna con una micropipeta de 100 microlitros, para afadirse a los 100 mililitros de solucidon de agua destilada
y desionizada que se encuentra en un recipiente, con el agitador magnético disolviendo los otros componentes. Se
aplican 0,20 mililitros del preparado vacunal para disolverse asi en la solucién, durante la hora que dura el proceso.
A continuacion se filtra dicha solucion con un filtro tipo millipore de 0,22 micrémetros para eliminar cualquier residuo
que permanece en la solucion; este proceso se realiza dos veces para garantizar la pureza de la preparacion y la
calidad del producto.

Preparado vacunal

1. Recoger 100 mililitros de agua destilada y desionizada en un recipiente de 200 ml e introducir un agitador
magnético para centrifugar a 500 rpm todos los componentes que se van a afiadir en la preparacion de la
vacuna.

2. Mientras tanto, se recogen los tres aminoacidos esenciales y no esenciales, uno a la vez, en la balanza
analitica de la siguiente manera: el primer aminoacido no esencial es glicina y se recogen entre 500 y 700
miligramos; el segundo aminoacido esencial es lisina y de este componente se recogen entre 250 y 500
miligramos; el tercer aminoacido no esencial es prolina y se recogen entre 250 y 350 mg, preferentemente 700
mg de glicina, 400 mg de lisina y 300 mg de prolina.
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Se afiaden uno a uno al agua destilada que se esta centrifugando o pueden mezclarse entre si hasta producir
una soluciéon completa para disolver los solutos en el disolvente. Esta solucién se deja centrifugando durante al
menos una hora, hasta que la soluciéon sea homogénea.

3. Una vez mezclados los tres aminoacidos, se aplican entre 200 y 300 microlitros (0,2 a 0,3 ml) del preparado
vacunal atenuado viral denominado PVC-2 (proteina viral), preferentemente 0,2 mililitros.

4. Por ultimo, se afade el antigeno asociado at tumor, extraido del suero del paciente con céncer: se ha
demostrado que dicho antigeno es circulante al 70 a 90 % en sangre periférica. Se recogen entre 0,1 y 0,3
mililitros de dicho antigeno, preferentemente 0,2 mililitros segun el tipo especifico de cancer, provocando que
cada vacuna se denomine autéloga, es decir, se prepara a partir de las mismas proteinas del paciente. Dicho
antigeno una vez extraido se mezcla con la solucién, permitiendo la obtenciéon de una Unica solucién que servira
como preparado vacunal.

Antes de envasar la vacuna se filtra todo el preparado con el fin de purificar la solucién para que no queden
residuos, y a continuacion se enfria en el frigorifico a -4 grados centigrados, dando lugar a la vacuna activa autéloga
especifica para cada tipo de cancer.

EJEMPLO 2 ESTUDIO DE TOXICIDAD DE LA VACUNA EN ESTUDIOS PRECLINICOS

ANALISIS Y RESULTADOS DE TOXICIDAD EN EL ESTUDIO PRECLINICO IN VIVO DE LA VACUNA EN RATAS
WISTAR

Para el estudio de toxicidad in vivo, se recogié una poblacion de 60 ratas Wistar, clasificadas en cinco grupos cada
uno con cinco machos, cinco hembras, un macho control y una hembra control, como se muestra en la Tabla 1.

En los cinco grupos (12 ratas por grupo, véase la Tabla 1) se realizé el estudio de seguridad de la vacuna durante un
periodo de 90 dias, variando la dosis en cada grupo. Para cada grupo, las dosis eran 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 y 0,5 ml,
respectivamente. Se aplicaron tres dosis a cada animal experimental, una dosis cada 10 dias.

El grupo control se inoculé con solucién salina fisiolégica (SNN) con la dosis correspondiente para cada grupo.
Todos los animales eran ratas Wistar certificadas obtenidas del estabulario del Instituto Nacional de Salud (INS).

Las caracteristicas de los animales experimentales son:

Condicion de los animales  saludable Peso medio 200 gramos
Edad media 3 meses Altura media 20 centimetros

El analisis y sintesis de los datos del estudio de toxicidad in vivo se realizaron empleando como herramienta las
tasas porcentuales y la observacion diaria en el bioestabulario, durante periodos de 10 horas diarias.

Se realiz6 el andlisis por patologia de los bloques de érganos para verificar la toxicidad de la vacuna. Para el analisis
de los datos se considera el 100 % como la actividad normal diaria de los animales en cautividad.

A continuacién se muestra el analisis de los datos y posteriormente las tablas y graficas de datos correspondientes.
ANALISIS DE DATOS

Para el estudio de toxicidad de la vacuna se analizaron los datos obtenidos de los cinco grupos de animales, con los
siguientes resultados:

Grupos 1, 2 y 3: En los animales experimentales de estos grupos con dosis de 0,1; 0,2 y 0,3 ml, respectivamente,
no se detectaron cambios en la fisiologia (véanse las Tablas 2-7).

Grupo 4: En los animales experimentales del grupo 4 (dosis de 0,4 ml), segun la informacién obtenida por la
observacion diaria y teniendo en cuenta que el estado normal del comportamiento sexual del animal es de cinco
copulas, se observd una disminucion en la actividad sexual, reduciéndose su nimero de copulas a una. (5
copulas se consideran el 100 %). El sesenta por ciento de los machos presento disfuncién eréctil condicionada.
En aspectos como el apetito (ingesta de alimentos), este se redujo al 85 %, el consumo de agua se redujo al
72 % y la vida sexual se redujo al 15 %.

En las hembras, aspectos tales como apetito, consumo de agua y la actividad sexual se vieron igualmente
afectados en relacion al grupo de machos.

Para los resultados previos, véanse las Tablas 8-11 y Figuras 1-5.

Grupo 5: En este grupo de animales, inoculado con dosis de 0,5 mililitros, segun la informacién obtenida por la
observacion diaria y teniendo en cuenta que el estado normal del comportamiento sexual del animal es de cinco
copulas, se observé una disminucion en la actividad sexual, reduciéndose su numero de copulas.
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En aspectos como el apetito, este se redujo al 80 %, el consumo de agua se redujo al 57 % y la vida sexual se
redujo al 10 %. En las hembras de este grupo, se observaron cambios patofisioldgicos en ovarios en un 40 %, se
redujo la funcién uterina (procreacion) en un 20 % y se vio afectada la fertilidad. En las hembras, aspectos como el
apetito, el consumo de agua y la actividad sexual se vieron igualmente afectados en relacion al grupo de machos.

Segun lo anterior, se muestra que dosis superiores a 0,3 mililitros exhiben alteraciones en los érganos reproductores
tanto de machos como de hembras y variacion en el comportamiento normal del animal, tal como consumo de
alimentos, agua y actividad reproductora.

Para los resultados previos, véanse la Tabla 12 y las Figuras 6y 7.

EJEMPLO 3: ESTUDIO DE LA EFICACIA DEL ESTUDIO PRECLINICO IN VIVO DE LA VACUNA EN RATAS
WISTAR

Se indujeron algunos tumores sodlidos (carcinomas) y hematopoyéticos (leucemias y linfomas) de células
cancerigenas humanas (xenotransplante) en ratas, confirmando que las ratas tratadas a una dosis de 0,2 mi
mostraron regresion tumoral, lo que indica la eficacia potencial de la vacuna en algunos de los tumores inducidos
que dan lugar a la supervivencia y calidad de vida de los animales tratados.

El estudio consistié en tres grupos de ratas Wistar, cada uno consistia en dos hembras y dos machos, dos de esos
grupos se denominaron experimentales y uno un grupo control. El estudio se realiz6 en 12 ratas, 6 hembras y 6
machos, con edad media de 2 a 3 meses, con un peso medio de 50 a 60 gramos y un tamafio medio entre 20 y 25
cm; todos los animales se encontraban sanos y bien alimentados al inicio del estudio (véanse las Tablas 13 y 14).

Se aplicaron tres dosis de células tumorales a niveles del miembro inferior de cada animal por via intramuscular (IM),
con un intervalo de 10 dias entre cada dosis. Tras la observacién diaria durante 6 semanas, se sacrificaron 3 ratas,
dos machos y una hembra del grupo experimental, enviando los bloques de érganos a patologia para comprobar si
se habia desarrollado el cancer, con los siguientes resultados:

a. Hiperplasia endometrial, acorde con adenocarcinoma bien diferenciado.

b. Hiperplasia linfoide, defensas bajas, posible resultado de leucemia.

c. Hiperplasia nodular, defensas bajas.

d. Hiperplasia linfoide.

e. Médula 6sea hiperplasica, fase de reaccién leucémica.

f. Endometrio con cambios de displasia y areas indicativas de carcinoma.

g. Ganglios linfaticos con hiperplasia moderada, mucosa gastrica hiperplasica, hiperplasia linfoide de colon.

Durante el periodo de observacion de los animales inoculados con células cancerigenas humanas (grupo
experimental y grupo de control), se observd un deterioro significativo de estos, tal como atrofia tisular (caquexia),
desnutricion moderada a severa, pérdida de peso, caida del pelo, astenia, adinamia y muerte.
Una vez confirmado el resultado por patologia del proceso cancerigeno, los Grupos 1 y 2, concebidos
experimentales, se iniciaron con el programa de vacunacién con una dosis de 0,2 ml de vacuna por via subcutanea
en tres dosis con un intervalo de 10 dias entre las dosis. A las ratas del control se les administré una solucidn salina
fisiologica con el mismo numero de dosis durante el mismo periodo. A continuacion se inici6 un periodo de
observacion de 30 a 60 dias, que mostré:

1. Regeneracion del pelo.

2. Mejora del estado nutricional.

3. Mejora de la actividad fisica.

4. Disminucién de tumores.

5. Mejora en la calidad de vida.

6. Se logro una supervivencia mas alla del tiempo estipulado.

7. Tras realizar la extraccién del tumor en algunos de los animales, se evidencié necrosis (angiogénesis) y
encapsulado de los vasos que irrigan el tumor.

Los resultados obtenidos con la vacuna tras la reproduccion de células tumorales en los animales experimentales
mostraron que:

1. Es posible reproducir células tumorales por xenotransplante.

8
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2. Si bien no se alcanzé a un estadio avanzado de cancer en la muestra experimental, se demostro el proceso de
induccion del mismo en los animales.

3. Tras demostrar el cancer a partir del estudio histopatoldgico, la vacuna actué eficazmente bloqueando la
progresion de esta enfermedad e inhibiendo el fallecimiento temprano del animal.

4. Fue posible confirmar la supervivencia de los animales tratados con la vacuna.

5. Es posible tratar el cancer en estadios tempranos (I-Il).

6. La vacuna es capaz de encapsular tumores sin permitir la metastasis.

7. Es posible proporcionar calidad de vida y supervivencia a los animales afectados por dicha enfermedad.

8. Las ratas vacunadas sobrevivieron mas alla de 24 meses, tiempo de esperanza de vida normal de una rata.

9. Las ratas mejoraron su estado nutricional.

10. Las ratas muertas (2) eran las ratas de control, que siguieron el proceso carcinogénico y a las que no se les
inicié ningun tratamiento contra la enfermedad.

11. En total, sobrevivieron 5 ratas experimentales, 2 machos y 3 hembras. Se sacrificaron dos machos y una
hembra para enviarlos a patologia y 2 ratas de control murieron durante el estudio, quedando solo dos que
sobrevivieron durante algun tiempo, gracias a la alimentacién suministrada.

12. El estudio de eficacia permite concluir que la vacuna actiua como estimulo para la reactivacion del sistema
inmunitario afectado por el cancer y que es capaz de bloquear las células cancerigenas, (véase el articulo,
Segura H,"Immunotherapy: Adjuvant in the Treatment of Melanoma", Estudio Piloto, en Scientific Threshold. n.° 7
(diciembre), pags. 72-76.

13. Por ultimo, se mostré que los animales con una buena alimentacion podrian alcanzar una supervivencia
general.

La representacion de los resultados previos puede observarse en las Figuras 8 a 17.
Los criterios de evaluacion de la OMS para el estudio en fase clinica de pacientes con cancer son:
Mejora

Respuesta clinica parcial = 25 % y/o = 50 %.

Desaparicion completa de las lesiones.

Respuesta clinica completa del 100 %.
Estable

Progresion de la enfermedad <= 25 %

Deterioro
Progresion de la enfermedad > 25 % en el paciente y/o aparicion de nuevas lesiones.
EJEMPLO 3: FASES CLINICAS | Y Il DEL TRATAMIENTO CONTRA EL CANCER CON LA VACUNA.
Tras obtener los resultados en los estudios preclinicos, el comité de ética de la UMB aprobd el estudio clinico de
pacientes con cancer. Un consentimiento previamente informado permitié reclutar cuatro pacientes para el estudio
del caso con diferentes tipos de cancer y en diferentes estadios, estos quisieron formar parte voluntariamente del
estudio de la vacuna contra el cancer. Dos de ellos, una paciente con cancer de mama en estadio Il y otra paciente
con cancer de ovarios en estadio IV, ya se habian tratado con quimioterapia y radioterapia varias veces sin una
respuesta favorable; por el contrario, su estado general se deterioraba y el cancer progresaba. Estas dos pacientes

pudieron obtener calidad de vida y supervivencia durante mas de dos afos.

Otro paciente padecia cancer de piel de tipo melanoma en estadio Il. Dos de sus familiares habian fallecido meses
antes por la misma enfermedad, con complicaciones en quimioterapia y radioterapia. Por lo tanto, el paciente decidid
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someterse a la aplicaciéon de la vacuna, sin utilizar ningun otro tratamiento. Hoy en dia, ha completado cinco afios
asintomaticos con calidad de vida, sin que el cancer progrese.

Otro paciente con un sarcoma pleomérfico de alto grado de malignidad en la pierna izquierda se le sugirié someterse
a cirugia para iniciar el tratamiento con la vacuna, ya que no aceptaba los tratamientos convencionales. A este
paciente se le declaré terminal debido al tipo de tumor y se le dio solo un mes de vida. Con la vacuna se logré una
supervivencia de cuatro afios con calidad de vida; mas tarde el tumor entré en progresion, probablemente debido a
que durante el ultimo afio, se le convencid someterse a quimioterapia y radioterapia, finalizando su calidad de vida y
finalmente fallecer.

Tras observar en estos pacientes que la vacuna era segura y eficaz, se decidié reclutar pacientes designados
"compasivos", que fueron aprobados por el comité de ética de la UMB: estos eran pacientes que la medicina
tradicional habia declarado terminal. El tratamiento con la vacuna permitié6 una mejor calidad de vida para la mayoria
de ellos, por lo que se observé que la vacuna es mas eficaz en ciertos tipos de cancer. Adicionalmente, se logré una
mayor supervivencia que la pronosticada por la medicina tradicional para dichos casos.

Tras los estudios y observaciones previos, se decidio iniciar un estudio en fase clinica | y Il reclutando pacientes con
cancer en todos los estadios y de todos los tipos, para observar mas claramente en qué tipos de cancer la vacuna
funcionaba mejor. Se observé que en cuatro tipos de cancer: cancer de piel melanoma, cancer de mama, cancer de
prostata y linfomas, la vacuna mostré6 mejores resultados. Por lo tanto, el estudio sefiala a estos cuatro tipos de
cancer y la observacioén de los resultados en 24 meses.

Los resultados de los estudios previos se ilustran en las Gréaficas 18 a 44 y en la Tabla 15, como se detalla a
continuacion.

Graficas 18 y 19. Estudio en fase clinica Il que muestra el porcentaje de pacientes que han tenido tratamientos
previos a la vacuna y el numero de tratamientos previos a la vacuna.

Grafica 20. El estudio de investigacion con la vacuna ha demostrado que el mayor nimero de pacientes tratados
se encuentran en estadios Ill y IV avanzados y metastasis. De ahi la importancia de la respuesta clinica a la
vacuna en pacientes declarados terminales.

Grafica 21. La grafica muestra los diferentes tipos de cancer tratados con la vacuna, asi como el estadio en el
que se encuentran los pacientes.

Grafica 22. Los resultados de seguridad de la vacuna en pacientes vacunados, muestra que los efectos
secundarios observados se consideran leves y agudos; aunque el 83 % de los pacientes no mostré ningun efecto
secundario en relacion a la pequefia proporcién de pacientes que tuvieron algun tipo de reaccion. Cabe sefialar
que algunos de los efectos secundarios no deseados por los pacientes, tales como nauseas y abatimiento,
coinciden con los tratamientos previos antes de la aplicacion de la vacuna. Es preciso sefialar en las graficas
previas que la mayor parte de los pacientes recibieron otros tratamientos, lo que implicaria volver a evaluar estos
efectos secundarios con la vacuna.

Grafica 23. El estudio mostré que el 76 % de los pacientes permanecieron estables, es decir, sin progresion de la
enfermedad o sus lesiones no aumentaron mas del 25 % de su estado inicial durante el tratamiento con la
vacuna y el 9 % mejoro, es decir, sus lesiones tumorales disminuyeron o desaparecieron durante el tratamiento,
proporcionandoles calidad de vida y supervivencia mas alld de lo pronosticado por los tratamientos
convencionales. Sin embargo, el 14 % continué en progresion es decir, el cancer se expandié debido a su
estadio avanzado o porque la vacuna no pudo bloquear de manera definitiva la metastasis.

Tabla 15 Estudio comparativo de un CHC de un paciente con leucemia linfoide aguda, antes y después del
tratamiento con la vacuna.

Graficas 24 y 25. Se observa la fuerte disminucion de los leucocitos (leucopenia) tras aplicar quimioterapia, y
cémo se reactiva y se mantiene normal durante la vacunacion.

Grafica 26. Se puede observar que los leucocitos se mantienen en un estandar normal, haciendo que la médula
6sea se mantenga generalmente activa tras la vacunacion durante los 24 meses de tratamiento.

Grafica 27. Se puede observar que los niveles de hemoglobina del paciente se mantienen durante el tratamiento
con la vacuna, que muestra que activa la médula ésea madurando las células de la serie roja y blanca.

Graficas 28 y 29. De manera similar, se mantiene la actividad de las células de la serie roja, permanecen

maduras durante la duracion del tratamiento, a diferencia de los tratamientos convencionales que disminuyen
dichos niveles en sangre.
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Grafica 30. Se puede observar como la vacuna favorece los niveles en sangre de la medula 6sea y produce
células maduras sanas.

Graficas 31 y 32. De manera similar, se observa que todas las células producidas en la médula ésea, incluyendo
plaquetas, presentan el mismo comportamiento y su nimero permanece sin cambios; al contrario, los niveles en
sangre se mantienen en el intervalo normal, implicando que la vacuna no solo es eficaz, sino que regenera
asimismo y mantiene el sistema hematopoyético de la medula 6sea.

Grafica 33. Se muestra que la incidencia anual de cancer es mayor en las mujeres que en los hombres.

Grafica 34. La evolucién clinica de los pacientes estudiados mostré que era posible proporcionar estabilidad
durante la duracion del tratamiento (24 meses), teniendo en cuenta que la vacuna no permitié que sus lesiones
progresaran a pesar del estadio en que se encontraban.

Grafica 35. Se puede observar en esta grafica que se produjo una mejora clinica en los estadios Ill y IV mas
avanzados tras la aplicacion de la vacuna, implicando que la vacuna era eficaz en determinados tipos de cancer
avanzados.

Grafica 36. Se puede observar en esta grafica que un gran porcentaje de pacientes tratados con la vacuna
permanecié clinicamente estable durante la duracién del estudio (24 meses), teniendo en cuenta que su
enfermedad no progresé mas del 25 %, ni sus lesiones crecieron mas de ese porcentaje, proporcionandoles
calidad de vida y supervivencia; sin embargo, un pequefio porcentaje de pacientes progresd, es decir, la
enfermedad progresé en comparacion a otro pequefio porcentaje para el que las lesiones disminuyeron o
mejoraron y por lo tanto su calidad de vida mejoré significativamente.

Graficas 37 y 38. Los resultados del antigeno (marcador tumoral) antes y durante el tratamiento mostraron que
se mantuvo estable para una gran proporcion, es decir, no aumentd. Esto implica que la enfermedad no
progresd, mientras que en un porcentaje inferior se mantuvo activo, es decir, la enfermedad progresé. Para otro
pequefio porcentaje, se estabilizd el antigeno. Por lo tanto, la enfermedad dejé de estar activa.

Graficas 39 y 40. Se observé durante el estudio del diagndstico por imagenes que el 76 % de los pacientes
permaneci6 estable, implicando que la enfermad no avanzd, mientras que el 15 % mejord, es decir, las lesiones
disminuyeron en tamafio o desaparecieron y un 9 % progreso.

Grafica 41. Tras el tratamiento con la vacuna, durante los 24 meses, las pacientes con cancer de mama
permanecieron clinicamente estables, su antigeno avanzé y las imagenes por diagnéstico no disminuyeron.

Gréfica 42. Se puede observar que los pacientes con cancer de préstata permanecieron clinicamente estables
durante la duracion del tratamiento, mientras que el antigeno mejord, es decir, se normaliz6. Esto implica que
tanto su enfermedad como las imagenes por diagnéstico permanecieron estables, es decir, sus lesiones no
siguieron aumentando.

Grafica 43. El tratamiento con la vacuna en pacientes con linfoma de Hodgkin (LH) y de no Hodgkin (LNH)
mostré que los pacientes permanecieron estables en la enfermedad, mejorando sus imagenes por diagndstico en
relacion al antigeno y a la calidad de vida que llevaban.

Grafica 44. Los pacientes con cancer de piel melanoma maligno, el segundo cancer mas agresivo y los canceres
basocelular y escamocelular celular tratados con la vacuna mostraron estabilidad clinica. Las imagenes por
diagnostico durante el estudio y tratamiento con la vacuna no mostraron progresién del cancer.

De todo lo anterior, puede concluirse generalmente que:

1. Existe un bloqueo de la metastasis (verificado en pacientes tratados con la vacuna).

2. Se reactiva el sistema inmunitario (confirmado por ensayos de laboratorio).

3. Existe regresion tumoral (verificada por el aspecto clinico y diagnéstico por imagenes).
4. Se mejora la calidad de vida de los pacientes (Karnofsky 90 % a 100 %).

5. Mejora de la supervivencia (la esperanza de vida superd los tratamientos convencionales).
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REIVINDICACIONES
1. Una vacuna biolégica autéloga para su uso en un método para tratar el cancer, caracterizada por que comprende:

- un antigeno asociado al tumor de sangre extraida de un paciente con cancer;

- un disolvente;

- un parvovirus atenuado; y

- tres aminoacidos, en los que uno de los aminoacidos es esencial y corresponde a lisina y los otros dos, que no
son esenciales, corresponden a prolina y glicina.

2. Una vacuna para su uso segun la reivindicaciéon 1, en la que el componente activo correspondiente al antigeno
asociado al tumor es CA 15-3, CA 125, CEA, CA 19-9, PSA o fetoproteina alfa.

3. Un método para preparar una vacuna biolégica autéloga, que comprende las siguientes etapas:

a. obtener el antigeno asociado al tumor a partir de la sangre extraida de un paciente con cancer;

b. obtener el preparado vacunal del parvovirus atenuado;

c. introducir 100 a 150 ml de agua destilada y desionizada en un recipiente con un agitador magnético;

d. centrifugar todos los componentes a una velocidad entre 500 y 2.000 rpm;

e. afiadir entre 500 y 700 mg de glicina; entre 250 y 500 mg de lisina y 250 a 350 mg de prolina al agua destilada
que esta rotando, uno a uno, o todos a la vez;

f. afiadir 0,2 a 0,3 ml del preparado vacunal viral;

g. afladir una cantidad entre 0,1 ml y 0,2 ml del antigeno asociado al tumor; y

h. filtrar y enfriar a -4 °C.

4. El método segun la reivindicacion 3, caracterizado por que la cantidad de agua destilada empleada en la etapa c.
es de 100 ml.

5. El método segun la reivindicacién 3, caracterizado por que la velocidad de centrifugacion en la etapa d. es de 500
rpm.

12
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Tabla 1

Distribucion de animales experimentales del Ejemplo 1

GRUPO MACHOS|HEMBRAS

CONTROL
MACHOS

CONTROL
HEMBRAS

TOTAL

12

12

12

12

h| ) Q| B —
& | dnf o en)oen

Ln| on| | Lnf an

| =] =] = =] =

| = =) = =] =

12

P
3]

TOTAL

60

Tabla 2

Resultados grupo n.2 1

(Dosis: 0,1 ml)

ORGANOS
ANALIZADOS
POR PATOLOGIA

NUMERQ DE ANIMALES

AFECTADOS

MACHOS

HEMBRAS

CEREBRO

4]

4]

MEMNINGE

SENTIDOS

CORAZON

PULMOMNES

RINOMNES

HIGADO

PANCREAS

ESTOMAGO

INTESTINO

ORGAND SEXUAL

OOl o OO O| o) Ol oS

OOl o OO O S| Ol oS
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Tabla 3

Observaciones en otros aspectos para el grupo n.@ 1

OTROS ASPECTOS COMEMNTARIOS

MACHOS HEMBRAS
PESO AUMENTO MEDIO EM CADA |AUMENTG MEDIO EN CADA UNO
UNO 30 gramos 20 gramos
TaMARD LAUMENTO MEDIO EN CADA BUMENTO MEDIO EN CADA LUNO 2
MO 1 cm cm
PELAJE SE MANTINVG MORMAL SE MANTIUVO MORMAL
APETITO SE MANTING MNORMAL SE MANTIUNVG MORMAL
VIDA SEXUAL SE MANTILNVG MORMAL SE MARNTILVG MORMAL

COMSUMO DE AGUA | SE MANTUVO NORMAL 70 ml al dia SE MANTUNG NORMAL 70 ml al dia

INFERTILIDAD MO SE OBSERVO MO SE OBSERVO
MUERTE MO SE OBSERWO MNO SE OBSERWO
Tabla 4

Resultados grupo n.© 2

(Dosis: 0,2 ml)

ORGANOS NUMERQ DE ANIMALES
ANALIZADOS MACHOS HEMBRAS
POR PATOLOGIA
CEREBRO 0 0
MENIMNGES 0 0
SENTIDOS o D
CORAZON a D
__PULMONES 0 0
RIFONES i 0
HIGADO 0 0
PANCREAS 0 0
ESTOMAGO i 0
INTESTING ] 0
ORGAMND SEXUAL 0 0
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Tablas

Observaciones en otros aspectos para el grupo n.22

OTROS ASPECTOS

COMEMTARIOS

MACHOS HEMBRAS
FESO AUMENTO DE PESO MEDIO AUMENTO DE PESO MEDIO
32 gr CADA UNO 22 gr CADA UNO
TAMARO AUMENTO MEDIC 2 CM EN AUMENTO MEDIO 2 CM EN
CADA UNO CADA UMNO
PELAJE SE MANTUNWG NORMAL SE MANTUNVG NORMAL
APETITO SE MANTUVO NORMAL SE MANTUNVG NORMAL
VIDA SEXUAL SE MAMNTIUNWG MORMAL SE MAMNTUMO NORMAL

CONSUMO DE AGU

A SE MANTUWO NORMAL 70 ml al dia

SE MANTIWG NORMAL 70 ml al dia

INFERTILIDAD

MO SE OBSERWO

MO SE OBSERVO

MUERTE

MO SE OBSERWO

MO SE OBSERVO

Tablae

Resultados grupo n.° 3

{Dosis: 0,3 ml)

ORGANOS

RESULTADOS

AMALIZADOS
POR PATOLOGIA

MACHOS

HEMBRAS

CEREBRO

MEMINGES

SENTIDOS

CORAZON

PULMQMNES

" RINONES

HIGADO

FPAMNCREAS

ESTOMAGO

INTESTING

[ e ) e | e e | } e e

ORGAND SEXUAL

OO OO OO OOl o)l
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Tabla 7

Observaciones en otros aspectos para el grupo n.® 3

OTROS ASPECTOS COMENTARIOS
MACHOS HEMBRAS
FESO AUMENTO MEDIC EN PESO AUMENTO MEDIO EN
EN CADA 31 gr PESO EN CADA 20 gr
TAMARGC AUMENTO TAMARNO MEDIO AUMENTO TAMARGC MEDIO
EN CADA 1,5 cm EM CADA 2 cm
PELAJE SE MANTUYO NORMAL SE MANTUYO NORMAL
APETITO SE MANTUWO NORMAL SE MANTUWO NORMAL
YIDA SEXUAL SE MANTUYO NORMAL SE MANTUWO NORMAL
CONSUMO DE SE MANTUYO MORMAL 70 ml al | SE MANTUYO NORMAL
AGUA dia 70 ml al dia
INFERTILIDAD NO SE OBSERVO MO SE OBSERVO
MUERTE MO SE OBSERVO MO SE ORSERVO

16
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Tabla &

Fesultados grupo n.2 4

(Dosis: 0,4 ml)
ORGAMNOS RESULTADOS
ANALIZADOS [ MACHOS HEMBRAS
POR PATOLOGIA| AFECTADOS AFECTADAS
CEREBRO 0 0
MENIMNGES 0 0
SENTIDOS 0 0
CORAZOMN 0 0
PULMOMES 0 0
RIMNOMNES 0 0
HIGADO 0 0
PANCREAS 0 0
ESTOMAGO 0 0
INTESTING 0 0
TESTICULO 3 -
OVARIO 1
UTERO 1
TOTAL 3 2

Tabla 9

Observaciones en otros aspectos para el grupo n.@ 4

OTROS ASPECTOS COMEMNTARIOS NUMERO DE
MACHOS HEMBRAS MACHOS| HEMBRAS
PESO SIN AUMENTO SIN AUMENTO 0 0
TAMARO SIN AUMENTO SIN AUMENTO 0 0
PELAJE NORMAL MNORMAL 0 0
APETITO RPEDUCIDO EM 15 %REDUCIDO EM 15 % 0 0
VIDA SEXUAL REDUCIDO EN 85 %REDUCIDO EN 85 9% 0 0
AGLUA FEDUCIDO EM 20 %REDUCIDO EM 20 0 0
ESTERILIDAD SE OBSERVO SE OBSERVO 2 3
MUERTE MO SE OBSERVO  NO SE OBSERVO 0 0
TERATOGENESIS MO SE OBSERWO 0 0

PORCEMNTAJE DE MACHOS AFECTADOS
El valor de referencia del 100 % es de 5 animales experimentales

17
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Tabla 10
ASPECTO AMTES DESPUES
APETITO 100 a4, 8597,
VIDA SEXUAL 100 84 15 %,
AGUATOMADA 100 % 72%0
AFLICCION %
TESTICULOCS 60 of,
ESTERILIDAD 40 9/,

PORCENTAJE DE HEMBRAS AFECTADAS

El valor de referencia del 100 % es de cinco animales experimentales

Tabla 11

ASPECTO ANTES DESPUES
APETITO 100 o, 850,
WVIDA SEXUAL| 100 % 159,
ACLA 100 %% 2%

AFLICCION %

OVARIO 200,

UTERO 200/,

FERTILIDAD| 60%

18
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Tabla

12

Resultados grupo n.@ 5

(dosis 0,5 ml)
ORGANOS RESULTADOS
ANALIZADOS
PORE PATOLOGLA MACHOS HEMBRAS
AFECTADOS |AFECTADAS
CEREBRO 0 0
MENINGES 0 0
SENTIDOS 0 0
CORAZON 0 0
PULMONES 0 0
RINOMNES 0 )
HIGADO 0 0
PANCREAS 0 0
ESTOMAGO 0 0
INTESTINO 0 0
TESTICULOS 3 0
OVARIO 0 2
UTERO 0 1
TOTAL 3 3
Tabla 13
GRUPO 1: Experimental GRUPO 2: Experimental GRUPO 3: Control
2 MACHOS 2 MACHOS 2 MACHOS
2 HEMBRAS 2 HEMBRAS 2 HEMBRAS
Tabla 14
GRUPO 1 GRUPQ 2 GRUPC 3

Leucemia: 0,2 ml ¥ 3 dosis

Leucemia: 0,2 ml ¥ 3 dosis

Leucemia: 0,2 ml % 3 dosis

Linfoma: 0,2 ml % 3 dosis

Linfoma: 0,2 ml % 3 dosis

Linfpma: 0,2 ml % 3 dosis

Carcinoma de Gtero: 0,2 ml
% 3 dosis

Carcinoma de Gtero: 0,2 ml =
% 3 dosis

Carcinoma de Gtero: 0,2 ml
3 dosis

19
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Tabla 15

Fecha HCT | HGB | FML | Linf FT |Leuc
10 de mayo de 2005 3,4 [ 107 | 3 D87 169 1,200
=1 de mayo de 2005 33 11,3 | 47 4G 152 1,200
7 de abril de 2004 | 252 | 87 |40 |56 125 | 1,200
14 de marzo de O 325 | 10,7 [ 817 |69 217 | 4,800
12 de marzo de zoo7 44,4 [ 15,2 | 601 1,6 176 5,800
1 de agosto de 2007| 45,3 | 155 | 60,4 | 30,3 208 | 6,200
20 de noviembre de | 45,6 | 15,1 | 696 | 21,4 223 | 7,300
2007
= de marzo de zo0g | 43,4 | 148 | 69,4 | 21,6 196 | 7 500
29 de abril de zoos | 43 14,2 | 69,4 | 21,2 195 | 6700
9 de julio de zo0e | 44,4 | 143 | 66 28 209 5620
10 de marzo de 2009 47,7 | 16,1 | 62,9 | 256 223 | 5810
11 de agasto de 456 | 151 | 66 31,9 209 6,400
Fo0g
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GRAFICA 1

Dosis: 0,4 ml (MACHO)

GRUPO n.° 4

2

m MACHOS
AFECTADOS

e O o O
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ORGANOS ANALIZADOS POR PATOLOGIA
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GRAFICA 2

PORCENTAJE

PORCENTAJE AFECTADO (MACHO)

@ ANTES
B DESPUES

APETITO WIDA SEXUAL INGESTA DE
AGUA
LSPECTO
GRAFICA 3

PORCENTAJE

70°%,

B0% |
50 %

PORCENTAJE AFECTADO (MACHO)

4007, -

30%

20 '::l.l"II [+ = 3

10“;"0

Qs PRI

TESTICULOS ESTERILIDAD
PATOLOGIA
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GRAFICA 4

PORCENTAJE AFECTADO (HEMBRA)

0% -

OV ARIO UTERD FERTILIDAD

PATOLOGIA

2
= @ ANTES
§ B DESPUES
@)
(R
APETITO VIDA SEXUAL INGESTA
DE AGUA
ASPECTO
GRAFICA 5
PORCENTAJE AFECTADD (HEMBRA)
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Z o
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o 20% AFECTADAS
10%
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GRAFICA 6

GRUPQ n.2 5 (DOSIS 0,5 ml) MACHOS

AFECTADOS

A MACHOS
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ORGANOS ANALIZADOS POR PATOLOGIA
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GRAFICA 7

NUMERO DE AMIMALES

CEREBRO

MENINGES

GRUPO n.© 5 (DOSIS: 0,5 ml) HEMBRAS

CORAZON
PULMOMES
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GRAFICA 8
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GRAFICA 9

EFICACIA DEL ESTUDIO DEL GRUPO 1
(EXPERIMENTAL)

MNUMERO DE
ANIMALES
o oW

sacrificadas sin vivas con cancer
cancer(sin vacuna) (vacunadas)

ESTADO DE LOS ANIMALES

GRAFICA 10

EFICACIA DEL ESTUDIO

(RATAS)
SIS

L= L=

NUMERO DE ANIMALES

GRUPO 1 EXPERIMENTAL GRUPQ 2 EXPERIMENTAL GRUPO 3 CONTROL

GRUPOS EN ESTUDIO

27



ES 2568942 T3

GRAFICA 11

NUMERO DE ANIMALES

EFICACIA DEL ESTUDIO DEL GRUPO 2

(EXPERIMENTAL)
4
3
2
1
0
sacrificadas sin’ Vivas con cancer
cancer (sin vacuna) (vacunadas)

ESTADO DE LOS ANIMALES

GRAFICA 12

NUMERO DE ANIMALES -

EFICACIA DEL ESTUDIO DEL GRUPO 3 {COMTROL )

ERATAS

= N W b

(=

sacrificadas sin VIVas con cancer
cancer (sin vacuna) {vacunadas)

ESTADO DE LOS ANIMALES
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GRAFICA 13

RESULTADO DE LA EFICACIA DEL ESTUDIO
ANIMALES WVIVOS (GRUPCS 1-2-3)
E 12
i 11
¥ 10
Ie 9
= o 8
gE=
E ﬂ g B RATAS
:
= 5
= 1
0
EXPERIMENTAL CONTROL
GRAFICA 14

ANIMALES TOTALES
ESTUDIO DE LA EFICACIA

RESULTADOS DE LA EFICACIA DEL ESTUDIO DE LOS ANIMALES
QUE MO SOBREVIVIERON (GRUPOS 1-2-3)

SACRIFICADOS

FALLECIDOS

CONTROL CONCANCER (SIN EXPERIMENTAL CON CANCER
VACUNA) (SIN VACUNA)
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GRAFICA 15

RESULTADO DE LA EFICACIA DEL ESTUDIO DE LOS GRUPOS 17 2 EXPERIMENTALES

VIVOS ¥ CONf
MEJORIA

BAMNIMALES
VACUMADOS
DEL

SACRIFICADOS

1] 1 2 3 4 5 5 T 8
NUMERO DE AMIMALES

GRAFICA 16

RESULTADOS DE LA EFICACIA DEL ESTUDIO DE LA VACUNACION
GRUPOS EXPERIMENTALES 1Y 2

VIVOS ¥ CON
MEJORIA 75%

0 1 2 3 4 5 & 7 8
NUMERD DE ANIMALES
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GRAFICA 17

RESULTADOS TOTALES
DE LA EFICACIA DEL ESTUDIC DE LOS GRUPOS
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GRAFICA 18
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B HOMEOQPATICA
B HORMONAL
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GRAFICA 19

% DE PACIENTES
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GRAFICA 20
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GRAFICA 21

GRAFICA 21
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Grafica 22

Sin datos = |
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GRAFICA 23

PORCENTAJE

ESTADO ACTUAL DE PACIENTES EN
TRATAMIENTO CON LA VACUNA

BH PROGRESION
| BESTABLE
~ OMEJORA

LEUCOCITOS (m/mm3)

GRAFICA 24

GRAFICA DE RECUENTOS DE LEUCOCITOS (m/mm3)
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RECUENTC DE LEUCOCITOS (m/mm3)
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GRAFICA 25

COMPORTAMIENTO DE LOS RECUENTOS DE LEUCOCITOS
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GRAFICA 26

COMPORTAMIENTO DE LOS RECUENTOS DE LEUCOCITOS
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GRAFICA 27
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GRAFICA 28

COMPORTAMIENTO DE HEMATOCRITOS
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NIVELES DE HEMOGLOBINA (g/dl)
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GRAFICA 30

COMPORTAMIENTO DE NIVELES DE HEMOGLOBINA
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Recuento plaquetario x 10 ala 3/mm3
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GRAFICA 31

COMPORTAMIENTO DEL RECUENTO PLAQUETARIO
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GRAFICA 32

COMPORTAMIENTO DEL RECUENTO PLAQUETARIO
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GRAFICA 34

ESTADO CLINICO ACTUAL
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GRAFICA 35

PROGRESION CLINICA POR ESTADIO
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GRAFICA 36

PROGRESION CLINICA POR ESTADIO DE
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GRAFICA 37
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GRAFICA 38

PROGRESION DE ANTIGENO POR ESTADIO
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GRAFICA 40

PROGRESION POR DIAGNOSTICO POR IMAGEN SEGUN
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GRAFICA 41
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GRAFICA 42

PROGRESION DE PACIENTES CON
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GRAFICA 44

PROGRESION DE PACIENTES CON CANCER DE
PIEL
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