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DESCRIPCION
Composiciones y métodos de uso de ésteres de forbol
Campo técnico

La presente descripcion se refiere en general al campo de las enfermedades citopaticas. Mas especificamente, la
invencion se refiere a composiciones que contienen ésteres de forbol y a métodos de uso de los ésteres de forbol
para tratar el VIH.

Antecedentes

El forbol es un compuesto organico natural, derivado de plantas de la familia tigliane de diterpenos. Fue aislado por
primera vez en 1934 como un producto de la hidrdlisis del aceite de croton derivado de las semillas de Croton
tiglium, un arbusto frondoso de la familia Euphorbiaceae que es originario del sudeste de Asia. Varios ésteres de
forbol tienen importantes propiedades biolégicas, incluyendo la capacidad, descrita, de imitar a los diacilgliceroles y
activar la proteina cinasa C (PKC), modulando aguas abajo las rutas de sefalizacion celular, incluyendo las rutas de
la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK). Se cree, ademas, que los ésteres de forbol se unen a las
quimerinas, el activador de Ras RasGRP, y la proteina Munc-13 del cebado de las vesiculas (Brose N, Rosenmund
C., J. Cell Sci; 115: 4399-411 (2002)). Algunos ésteres de forbol inducen también el factor nuclear kappa B (NF-«B).
La propiedad fisiolégica mas importante de los ésteres de forbol es su capacidad, descrita, para actuar como
promotores tumorales.

El 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), llamado también forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), es un éster de
forbol utilizado en modelos de carcinogénesis como un inductor de la diferenciacion y/o apoptosis en multiples lineas
celulares y células primarias. También se ha publicado que el TPA causa un aumento en los glébulos blancos y en
los neutrdfilos circulantes, en pacientes cuya funcion de la médula 6sea ha sido deprimida por la quimioterapia (Han
Z. T. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 95, 5363-5365 (1998)) y que inhibe los efectos citopaticos del VIH en las células
MT-4 (Mekkawy S. et al, Phytochemistry 53, 47-464 (2000)). Sin embargo, debido a una variedad de factores,
incluyendo las reacciones causticas cuando se pone en contacto con la piel y la inquietud por su toxicidad potencial,
no se ha demostrado que el TPA sea una herramienta eficaz para el tratamiento, gestion, o prevencion del VIH o
SIDA.

Los agentes terapéuticos actuales para las enfermedades citopaticas tales como diversas formas de enfermedad
neoplasica y enfermedades viricas tales como el VIH y SIDA, tienen una serie de inconvenientes tales como una
potencia insuficiente y efectos secundarios intolerables. Para muchos pacientes, los efectos secundarios tdxicos
disminuyen su calidad de vida hasta un extremo que simplemente dejan de tomar sus medicamentos. Para otros, los
regimenes terapéuticos son tan complicados e inconvenientes que el cumplimiento es limitado. Otros pacientes
experimentan excelentes resultados inicialmente, pero sufren recaidas a pesar del pleno cumplimiento de los
regimenes terapéuticos.

El fracaso del tratamiento en la mayoria de los casos de VIH, se atribuye a la aparicion de cepas resistentes de VIH.
La supresion viral incompleta causada por la insuficiente potencia del farmaco, el escaso cumplimiento debido a
regimenes farmacoldgicos complicados, y otros factores, contribuyen a este problema. Ademas, durante el largo
periodo de latencia clinica de la infecciéon por el VIH, un subconjunto de linfocitos T CD4 de memoria en reposo,
encubre provirus integrados, pero transcripcionalmente silenciosos. Este reservorio protege al VIH latente de la
terapia retroviral y representa una barrera sustancial para la erradicacion del VIH en los pacientes infectados.

Los tratamientos del cancer generalmente incluyen una combinacion de tratamientos, cirugia, quimioterapia, terapia
hormonal y/o radiaciéon para erradicar las células neoplasicas en un paciente. Sin embargo, todos estos métodos
plantean importantes inconvenientes y riesgos afiadidos tales como un aumento de la sensibilidad a la infeccion. La
cirugia, por ejemplo, puede estar contraindicada debido a la salud de un paciente. Ademas, puede ser dificil obtener
margenes claros alrededor de un tumor, lo que da como resultado que algo del tejido neoplasico se deje atras y una
mayor probabilidad de recurrencia de la enfermedad. Casi todos los agentes quimioterapéuticos actuales son
toxicos, y la quimioterapia causa efectos secundarios significativos, incluyendo nauseas severas, depresion de la
médula 6sea, e inmunodepresion. Tampoco pueden ser dirigidos especificamente a las células cancerosas y, por
tanto, pueden matar las células sanas, ademas de las cancerosas. Adicionalmente, frecuentemente hay neoplasias
recidivantes/refractarias que son resistentes a los agentes terapéuticos actuales.

Existe claramente la necesidad de nuevos y mas eficaces tratamientos para los individuos que sufren trastornos
citopaticos, incluyendo los causados por enfermedad neoplasica, asi como también las infecciones viricas tales
como VIH y SIDA.

Sumario de las realizaciones a modo de ejemplo de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones y medicamentos que comprenden ésteres de forbol para uso en el
tratamiento del VIH. La invencién proporciona el compuesto de la reivindicacion 1, para el uso de la reivindicacion 1,
el uso de la reivindicacion 2, y la composicion de la reivindicacion 6, para el uso de la reivindicacion 6.
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Las composiciones y medicamentos pueden conseguir el tratamiento de VIH por cualquier medio posible. Las
composiciones pueden modificar la actividad del receptor del VIH en los sujetos mamiferos. Las composiciones
pueden disminuir el numero de reservorios de VIH latente en un sujeto infectado por el VIH. Pueden aumentar la
activacion de VIH en las células pro-virales latentes. Pueden inhibir también los efectos citopaticos del VIH.

Las composiciones que contienen ésteres de forbol y derivados de ésteres de forbol se pueden utilizar para el
tratamiento y gestion de los sintomas de VIH y SIDA en los sujetos mamiferos. Los sintomas a los que se dirige el
tratamiento y gestion que emplea las composiciones y métodos descritos en la presente memoria incluyen, pero no
se limitan a, lesiones orales, fatiga, candidosis cutanea, fiebre, falta de apetito, diarrea, Ulceras aftosas, mala
absorcion, trombocitopenia, pérdida de peso, anemia, dilatacion de los ganglios linfaticos, sensibilidad a y gravedad
de las afecciones secundarias tales como el complejo de Mycobacterium avium, salmonelosis, sifilis, neurosifilis,
tuberculosis (TB), angiomatosis bacilar, aspergilosis, candidosis, coccidioidomicosis, listeriosis, enfermedad
inflamatoria pélvica, linfoma de Burkitt, meningitis criptoctcica, histoplasmosis, sarcoma de Kaposi, linfoma, linfoma
sistémico no Hodgkin (NHL), linfoma primario del SNC, criptosporidiosis, isosporiasis, microsporidiosis, neumonia
por pneumocystis carinii (PCP), toxoplasmosis, citomegalovirus (CMV), hepatitis, herpes simple, herpes zoster, virus
del papiloma humano (HPV, verrugas genitales, cancer de cuello uterino), molusco contagioso, leucoplasia vellosa
oral (OHL), y leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML).

Los compuestos que contienen ésteres de forbol y derivados de ésteres de forbol se pueden usar para tratar
afecciones citopaticas tales como las enfermedades neoplasicas. Tales neoplasias pueden ser malignas o benignas.
En algunas realizaciones, las neoplasias pueden ser canceres sdlidos o no soélidos. Las neoplasias pueden ser
recidivantes. Las neoplasias pueden ser refractarias. Los ejemplos de neoplasias incluyen, pero no se limitan a,
neoplasias malignas hematoldgicas/trastornos de la médula 6sea, que incluyen, pero no se limitan a, leucemia,
incluyendo leucemia mieloide aguda (AML), leucemia mieloide cronica (CML), crisis blastica de leucemia mieloide
cronica, mielodisplasia, y sindrome mieloproliferativo; linfoma, incluyendo linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin;
adenocarcinoma subcutaneo; teratocarcinoma de ovario; y cancer de prostata. Otras afecciones neoplasicas
susceptibles de tratamiento utilizando los métodos y composiciones incluyen otros trastornos y afecciones de
cancer, incluyendo tumores solidos de varios tipos, donde el tratamiento y/o la remision satisfactoria se determinaran
seguin métodos convencionales, tales como determinar la reduccién de tamafo de los tumores sdlidos, y/o los
estudios histopatoldgicos para evaluar el crecimiento, la fase, el estado metastasico o potencial, la presencia o los
niveles de expresion de marcadores histoldgicos de cancer, etc.

Las composiciones y métodos de la presente memoria se pueden utilizar adicionalmente para tratar los sintomas de
la enfermedad neoplasica incluyendo, pero sin limitarse a, anemia; fatiga crénica; sangrado excesivo o facil, tal como
el sangrado de la nariz, las encias y debajo de la piel; hematomas faciles, particularmente hematomas sin causa
aparente; dificultad para respirar; petequias; fiebre recurrente; inflamacion de las encias; cicatrizacién lenta de
cortes; molestias en los huesos y articulaciones; infecciones recurrentes; pérdida de peso; prurito; sudores
nocturnos; hinchazén de los ganglios linfaticos; fiebre; dolor y malestar abdominal; alteraciones de la vision; tos;
pérdida de apetito; dolor en el pecho; dificultad para tragar; hinchazon de la cara, cuello y extremidades superiores;
necesidad de orinar frecuentemente, especialmente por la noche; dificultad para empezar a orinar o para retener la
orina; flujo de orina débil o interrumpido; dolor o ardor al orinar; dificultad para tener una ereccion; eyaculacion
dolorosa; sangre en la orina o en el semen; dolor frecuente o rigidez en la zona lumbar, caderas o parte alta del
muslo; y debilidad.

Todavia en otra realizacion, los ésteres de forbol y derivados de ésteres de forbol se pueden utilizar para modular
las rutas de sefializacion celular. Dicha modulacién puede tener una variedad de resultados, por ejemplo, en algunas
realizaciones, el uso de las composiciones que contienen ésteres de forbol y derivados de ésteres de forbol puede
aumentar el recuento de globulos blancos en los sujetos mamiferos. En otra realizacion, las composiciones que
contienen ésteres de forbol y/o derivados de ésteres de forbol pueden alterar la liberacion de citocinas Th1 en los
sujetos mamiferos. En una realizacion adicional, las composiciones que contienen ésteres de forbol y/o derivados de
ésteres de forbol pueden alterar la liberacion de la interleucina 2 (IL-2) en los sujetos mamiferos. En una realizacion
adicional, las composiciones que contienen ésteres de forbol y/o derivados de ésteres de forbol pueden alterar la
liberacion de interferon en los sujetos mamiferos. Las composiciones que contienen ésteres de forbol y/o derivados
de ésteres de forbol pueden alterar la tasa de fosforilaciéon de ERK.

En una realizacion, se alcanzan estos objetivos y se satisfacen objetivos y ventajas adicionales proporcionando
composiciones nuevas y sorprendentemente eficaces para la modulacion de las rutas de sefializacion celular y/o
para el tratamiento de enfermedades citopaticas o afecciones asociadas con enfermedades citopaticas utilizando
una composicion a modo de ejemplo de un éster de forbol tal como 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) de la
férmula Il, que sigue:
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Foérmula Il

Los ésteres de forbol y compuestos relacionados y derivados utiles, dentro de las formulaciones y métodos descritos
en la presente memoria, incluyen, pero no se limitan a, otras sales activas farmacéuticamente aceptables de dichos
compuestos, asi como también los isdbmeros, enantiomeros, polimorfos, derivados glucosilados, solvatos, hidratos,
y/o profarmacos, activos, de dichos compuestos. Las formas de ésteres de forbol a modo de ejemplos, para uso
dentro de las composiciones y métodos descritos en la presente memoria, incluyen, pero no se limitan a, forbol 13-
butirato; forbol 12-decanoato; forbol 13-decanoato; forbol 12,13-diacetato; forbol 13,20-diacetato; forbol 12,13-
dibenzoato; forbol 12,13-dibutirato; forbol 12,13-didecanoato; forbol 12,13-dihexanoato; forbol 12,13-dipropionato;
forbol 12-miristato; forbol 13-miristato; forbol 12-miristato-13-acetato (también conocido como TPA o PMA); forbol
12,13,20-triacetato; 12-desoxiforbol 13-angelato; 12-desoxiforbol 13-angelato 20-acetato; 12-desoxiforbol 13-
isobutirato; 12-desoxiforbol 13-isobutirato-20-acetato; 12-desoxiforbol 13-fenilacetato; 12-desoxiforbol 13-fenilacetato
20-acetato; 12-desoxiforbol 13-tetradecanoato; forbol 12-tigliato 13-decanoato; 12-desoxiforbol 13 acetato; forbol 12-
acetato; y forbol 13-acetato.

En realizaciones a modo de ejemplo, las composiciones y métodos descritos en la presente memoria emplean un
compuesto éster de forbol de la férmula Il para tratar y/o prevenir los sintomas de enfermedades citopaticas,
incluyendo, pero sin limitarse a, los sintomas del VIH y SIDA u otras enfermedades y afecciones asociadas con el
VIH y el SIDA tales como infecciones oportunistas, ademas de los sintomas de enfermedades neoplasicas u otras
enfermedades y afecciones asociadas con enfermedades neoplasicas.

Los sujetos mamiferos susceptibles de tratamiento con ésteres de forbol de la férmula Il, particularmente TPA,
segun los métodos de la invencioén incluyen, pero no se limitan a, sujetos con VIH y SIDA, asi como sujetos con
sintomas, o enfermedades secundarias u oportunistas asociadas con el VIH y el SIDA, tales como lesiones orales,
fatiga, candidosis cutanea, fiebre, falta de apetito, diarrea, Ulceras aftosas, mala absorcién, trombocitopenia, pérdida
de peso, anemia, dilatacién de los ganglios linfaticos, complejo de Mycobacterium avium, salmonelosis, sifilis,
neurosifilis, tuberculosis (TB), angiomatosis bacilar, aspergilosis, candidosis, coccidioidomicosis, listeriosis,
enfermedad inflamatoria pélvica, linfoma de Burkitt, meningitis criptocécica, histoplasmosis, sarcoma de Kaposi,
linffoma, linfoma sistémico no Hodgkin (NHL), linfoma primario del SNC, criptosporidiosis, isosporiasis,
microsporidiosis, neumonia por pneumocystis carinii (PCP), toxoplasmosis, citomegalovirus (CMV), hepatitis, herpes
simple, herpes zoster, virus del papiloma humano (HPV, verrugas genitales, cancer de cuello uterino), molusco
contagioso, leucoplasia vellosa oral (OHL), y leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML).

Sujetos mamiferos adicionales susceptibles de tratamiento con ésteres de forbol de la féormula Il, particularmente
TPA, segun los métodos de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, sujetos que sufren enfermedades
neoplasicas incluyendo enfermedades neoplasicas malignas tales como canceres sdélidos y no sélidos. Los canceres
no solidos pueden incluir, neoplasias malignas hematoldgicas/trastornos de la médula 6sea, incluyendo, pero sin
limitarse a, leucemia, incluyendo leucemia mieloide aguda (AML), leucemia mieloide cronica (CML), crisis blastica de
leucemia mieloide crénica, mielodisplasia, sindrome mieloproliferativo. Los canceres soélidos pueden incluir, pero no
se limitan a, linfoma, incluyendo linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin, adenocarcinoma subcutaneo,
teratocarcinoma de ovario, y cancer de prostata. Los sujetos susceptibles de tratamiento con ésteres de forbol de la
féormula Il, particularmente TPA, incluyen adicionalmente aquellos que tienen sintomas de dichas enfermedades
neoplasicas tales como, pero sin limitarse a, anemia; fatiga crénica; sangrado excesivo o facil, tal como el sangrado
de nariz, encias y debajo de la piel; hematomas faciles, particularmente hematomas sin causa aparente; dificultad
para respirar; petequias; fiebre recurrente; inflamacién de las encias; cicatrizacién lenta de cortes; molestias en los
huesos y articulaciones; infecciones recurrentes; pérdida de peso; prurito; sudores nocturnos; hinchazén de los
ganglios linfaticos; fiebre; dolor y malestar abdominal; alteraciones de la vision; tos; pérdida de apetito; dolor en el
pecho; dificultad para tragar; hinchazén de la cara, cuello y extremidades superiores; necesidad de orinar
frecuentemente, especialmente por la noche; dificultad para empezar a orinar o para retener la orina; flujo de orina
débil o interrumpido; dolor o ardor al orinar; dificultad para tener una ereccion; eyaculacion dolorosa; sangre en la
orina o en el semen; dolor frecuente o rigidez en la zona lumbar, caderas o parte alta del muslo; y debilidad. En
algunas realizaciones, tales canceres pueden ser recidivantes o refractarios.
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Estos y otros sujetos se tratan eficazmente, profilactica y/o terapéuticamente, mediante la administracion al sujeto de
una cantidad eficaz de un éster de forbol de la férmula Il suficiente para prevenir o reducir la carga virica, disminuir
los reservorios latentes de VIH, aumentar la capacidad de respuesta inmunitaria, aumentar la liberacién de citocinas
Th1, prevenir o reducir los sintomas y afecciones asociadas con el VIH y el SIDA, disminuir y/o eliminar las células
neoplasicas, aumentar el recuento de glébulos blancos, inducir la remision, mantener la remisién, prevenir o reducir
los sintomas y afecciones asociadas con neoplasias malignas y/o aumentar la fosforilacion de ERK. Los métodos y
formulaciones terapéuticamente utiles de la invencién, utilizaran de modo efectivo un éster de forbol de la férmula Il
en una variedad de formas, como se ha indicado antes, incluyendo cualquiera de las sales activas
farmacéuticamente aceptables de dicho compuesto, asi como los isdmeros, enantidmeros, polimorfos, solvatos,
hidratos, profarmacos, activos, y/o combinaciones de los mismos. El TPA de la formula Il se emplea como una
realizacion ilustrativa de la invencién dentro de los ejemplos de esta memoria mas adelante.

Se describen formulaciones de combinacion y métodos que emplean una cantidad eficaz de un éster de forbol de la
férmula 1l en combinacién con uno o mas agentes activos secundarios o adyuvantes que se formulan en
combinacion o que se administran coordinadamente con el compuesto éster de forbol de la férmula Il para dar una
respuesta eficaz en el sujeto. Las formulaciones de combinacion y los métodos de tratamiento coordinados, a modo
de ejemplo, en el tratamiento de enfermedades citopaticas viricas tales como VIH y SIDA emplean el compuesto
éster de forbol de la formula Il en combinacion con uno o mas agentes retrovirales adicionales, agentes de
tratamiento del VIH o SIDA o con otros agentes terapéuticos secundarios o adyuvantes indicados. Tales
formulaciones de combinacién y métodos de tratamiento coordinados pueden seguir, por ejemplo, o derivarse de
diversos protocolos de terapia antirretroviral de gran actividad (protocolos TARGA o HAART) e incluyen regimenes
tales como, pero sin limitarse a, dos analogos nucledsidos inhibidores de la transcriptasa inversa mas uno o mas
inhibidores de la proteasa o un analogo no nucledsido inhibidor de la transcriptasa inversa entre otras
combinaciones. Ofras formulaciones de combinacion y métodos de tratamiento coordinados pueden incluir, por
ejemplo, tratamientos para las infecciones oportunistas, asi como los compuestos para los protocolos TARGA. Los
agentes terapéuticos secundarios o adyuvantes utilizados en combinacion, por ejemplo, con TPA, en estas
realizaciones, pueden tener efectos antivirales directos o indirectos, solos o en combinacion, por ejemplo, con TPA,
pueden presentar otra actividad terapéutica adyuvante util en combinacion con, por ejemplo, TPA (tal como la
prevencion del VIH, tratamiento de VIH, activacion del reservorio de VIH, aumento de la actividad de la citocina Th1);
o pueden presentar actividad terapéutica adyuvante util para tratar las infecciones oportunistas asociadas con el
VIH, solos 0 en combinacion con TPA, por ejemplo.

Los agentes terapéuticos adyuvantes utiles en estas formulaciones de combinacion y métodos de tratamiento
coordinados incluyen, por ejemplo, inhibidores de la proteasa, incluyendo, pero sin limitarse a, saquinavir, indinavir,
ritonavir, nelfinavir, atazanavir, darunavir, fosamprenavir, tipranavir y amprenavir; nucledsidos inhibidores de la
transcriptasa inversa, incluyendo pero sin limitarse a, zidovudina, didanosina, estavudina, lamivudina, zalcitabina,
emtricitabina, tenofovir disoproxil fumarato, AVX754 y abacavir; no nucledsidos inhibidores de la transcriptasa
inversa, incluyendo, pero sin limitarse a, nevaripina, delavirdina, calanolida A, TMC125 y efavirenz; farmacos de
combinacién, incluyendo, pero sin limitarse a, efavirenz/emtricitabina/tenofovir disoproxil fumarato,
lamivudina/zidovudina, abacavir/lamivudina, abacavir/lamivudina/zidovudina, emtricitabina/tenofovir disoproxil
fumarato, sulfametoxazol/trimetoprim, y lopinavir/ritonavir; inhibidores de la entrada y de la fusion, incluyendo, pero
sin limitarse a, enfuvirtida, AMDO070, BMS-488043, fozivudina tidoxil, GSK-873,140, PRO 140, PRO 542, Péptido T,
SCH-D, TNX-355 y UK-427,857; tratamientos para las infecciones oportunistas y otras afecciones asociadas con el
SIDA y el VIH incluyendo, pero sin limitarse a, aciclovir, adefovir dipivoxil, aldesleucina, anfotericina B, azitromicina,
hidroxiapatita de calcio, claritromicina, doxorubicina, dronabinol, entecavir, epoetina alfa, etopdsido, fluconazol,
ganciclovir, inmunoglobulinas, el interferén alfa-2, isoniazida, itraconazol, megestrol, paclitaxel, peginterferén alfa-2,
pentamidina, acido polilactico 1, ribavirina, rifabutina, rifampicina, somatropina, testosterona, trimetrexato, y
valganciclovir; inhibidores de la integrasa, incluyendo, pero sin limitarse a, GS 9137, MK-0518; microbicidas,
incluyendo, pero sin limitarse a, BMS-378806, C31G, carbopol 974P, carragenina, sulfato de celulosa, cianovirina-N,
sulfato de dextrano, hidroxietilcelulosa, PRO 2000, SPL7013, tenofovir, UC-781 e IL-2.

Los ejemplos de formulaciones de combinacion y los métodos de tratamiento coordinados, en el tratamiento de una
enfermedad neoplasica emplean el compuesto éster de forbol de la féormula Il en combinacién con uno o mas
agentes terapéuticos adicionales para el tratamiento de la enfermedad neoplasica o de otros agentes terapéuticos
secundarios o adyuvantes indicados. Los agentes terapéuticos secundarios o adyuvantes utilizados en combinacion
con TPA, por ejemplo, en estas realizaciones pueden tener efectos quimioterapéuticos directos o indirectos, solos o
en combinacion, por ejemplo, con TPA, pueden presentar otra actividad terapéutica adyuvante util en combinacion
con, por ejemplo, TPA (tal como actividad citotdxica, anti-inflamatoria, inhibidora de NF-kB, inductora de la
apoptosis, actividad de aumento de la citocina Th1); o pueden presentar actividad terapéutica adyuvante util para
tratar neoplasias o sintomas asociados solos o en combinacién con TPA, por ejemplo.

Los agentes terapéuticos adyuvantes o secundarios Utiles en estas formulaciones de combinacion y métodos de
tratamiento coordinados incluyen doxorubicina, vitamina D3, citarabina, arabindsido de citosina, daunorubicina,
ciclofosfamida, geiutuzumab ozogamicina, idarubicina, mercaptopurina, mitoxantrona, tioguanina, aldesleucina,
asparaginasa, carboplatino, fosfato de etopodsido, fludarabina, metotrexato, etopdsido, dexametasona, vy trisalicilato
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de colina y magnesio. Ademas, se pueden utilizar terapias adyuvantes o secundarias, tales como, pero no limitadas
a, tratamiento de radiacion, terapia hormonal y cirugia.

Los objetivos, caracteristicas, aspectos y ventajas, precedentes y adicionales, se aclararan a partir de la siguiente
descripcion detallada.

Descripcion detallada de ejemplos de realizaciones de la invencion

Se han identificado nuevos métodos y composiciones para uso en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades y
afecciones citopaticas en sujetos mamiferos. En diversas realizaciones, los métodos y las composiciones son
eficaces para prevenir o tratar el VIH y el SIDA y afecciones relacionadas, enfermedades causadas por el VIH y el
SIDA, y/o enfermedades adquiridas a causa de la infeccion por VIH o SIDA. En otras realizaciones, los métodos y
composiciones son eficaces para prevenir o tratar enfermedades neoplasicas y los sintomas de tales enfermedades.
Dichas enfermedades neoplasicas pueden ser o no malignas. En algunas realizaciones, las enfermedades
neoplasicas pueden ser canceres sélidos o no sélidos. En otras realizaciones, los canceres pueden ser refractarios o
recidivantes.

Las formulaciones y métodos proporcionados en esta memoria emplean un éster de forbol o compuesto derivado de
la féormula Il, anterior, incluyendo todos los compuestos activos farmacéuticamente aceptables de esta descripcion,
asi como diversos complejos previstos y facilmente suministrados, sales, solvatos, isémeros, enantidmeros,
polimorfos y profarmacos de estos compuestos y combinaciones de los mismos, como nuevos compuestos de
tratamiento del VIH y del SIDA.

Las formulaciones y métodos proporcionados en la presente memoria, emplean adicionalmente un éster de forbol o
compuesto derivado de la férmula Il, anterior, incluyendo todos los compuestos activos farmacéuticamente
aceptables de esta descripcion, asi como diversos complejos previstos y facilimente suministrados, sales, solvatos,
isdbmeros, enantidomeros, polimorfos y profarmacos de estos compuestos y combinaciones de los mismos, en el
tratamiento de enfermedades neoplasicas.

Las formulaciones y métodos para disminuir la carga viral proporcionados en la presente memoria, emplean un éster
de forbol o compuesto derivado de la férmula I, anterior, incluyendo todos los compuestos activos
farmacéuticamente aceptables de esta descripcién, asi como diversos complejos previstos y facilmente
suministrados, sales, solvatos, isomeros, enantiomeros, polimorfos y profarmacos de estos compuestos y
combinaciones de los mismos, como nuevos agentes de disminucién de la carga viral.

Las formulaciones y métodos para inducir la apoptosis proporcionados en esta memoria emplean un éster de forbol
o compuesto derivado de la férmula Il, anterior, incluyendo todos los compuestos activos farmacéuticamente
aceptables de esta descripcion, asi como diversos complejos previstos y faciimente suministrados, sales, solvatos,
isdbmeros, enantiomeros, polimorfos y profarmacos de estos compuestos y combinaciones de los mismos, como
agentes quimioterapéuticos que inducen la apoptosis en las neoplasias.

Las formulaciones y métodos para inducir la remision proporcionados en esta memoria emplean un éster de forbol o
compuesto derivado de la férmula Il, anterior, incluyendo todos los compuestos activos farmacéuticamente
aceptables de esta descripcion, asi como diversos complejos previstos y suministrados facilmente, sales, solvatos,
isdbmeros, enantiomeros, polimorfos y profarmacos de estos compuestos y combinaciones de los mismos, como
agentes antineoplasicos.

Las formulaciones y métodos para aumentar la capacidad de respuesta inmunitaria proporcionados en la presente
memoria emplean un éster de forbol o compuesto derivado de la féormula Il, anterior, incluyendo todos los
compuestos activos farmacéuticamente aceptables de esta descripcion, asi como diversos complejos previstos y
suministrados facilmente, sales, solvatos, isémeros, enantiomeros, polimorfos y profarmacos de estos compuestos y
combinaciones de los mismos, como compuestos estimuladores del sistema inmunitario.

Las formulaciones y métodos para aumentar la citocina Th1 proporcionados en esta memoria emplean un éster de
forbol o compuesto derivado de la formula 11, anterior, incluyendo todos los compuestos activos farmacéuticamente
aceptables de esta descripcion, asi como diversos complejos previstos y suministrados facilmente, sales, solvatos,
isdbmeros, enantiomeros, polimorfos y profarmacos de estos compuestos y combinaciones de los mismos, como
nuevos agentes para aumentar la citocina Th1.

Una amplia variedad de sujetos mamiferos, incluyendo los seres humanos, son susceptibles de tratamiento
utilizando las formulaciones y métodos de la invencion. Estos sujetos incluyen, pero no se limitan a, los individuos
que sufren enfermedades o afecciones citopaticas incluyendo enfermedades neoplasicas y enfermedades
citopaticas virales tales como VIH y SIDA.

Los sujetos susceptibles de tratamiento incluyen los seres humanos VIH+ y otros sujetos mamiferos que presentan
lesiones orales, fatiga, candidosis cutanea, fiebre, falta de apetito, diarrea, Ulceras aftosas, mala absorcion,
trombocitopenia, pérdida de peso, anemia, dilatacién de los ganglios linfaticos, sensibilidad y gravedad de las
afecciones secundarias tales como el complejo de Mycobacterium avium, salmonelosis, sifilis, neurosifilis,

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 584327 T3

tuberculosis (TB), angiomatosis bacilar, aspergilosis, candidosis, coccidioidomicosis, listeriosis, enfermedad
inflamatoria pélvica, linfoma de Burkitt, meningitis criptocdcica, histoplasmosis, sarcoma de Kaposi, linfoma, linfoma
sistémico no Hodgkin (NHL), linfoma primario del SNC, criptosporidiosis, isosporiasis, microsporidiosis, neumonia
por pneumocystis carinii (PCP), toxoplasmosis, citomegalovirus (CMV), hepatitis, herpes simple, herpes zoster, virus
del papiloma humano (HPV, verrugas genitales, cancer de cuello uterino), molusco contagioso, leucoplasia vellosa
oral (OHL), y leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML).

Dentro de los métodos y composiciones de la invencién, uno o mas compuestos ésteres de forbol de la férmula Il
como se describe en la presente memoria, se formulan de modo eficaz o se administran como un agente eficaz para
el tratamiento de VIH/SIDA. En realizaciones a modo de ejemplo, se demuestra con fines ilustrativos que TPA es un
agente eficaz en formulaciones farmacéuticas y métodos terapéuticos, solo o en combinaciéon con uno o mas
agentes terapéuticos adyuvantes. La presente descripcion proporciona ademas, compuestos de ésteres de forbol
farmacéuticamente aceptables en la forma de un compuesto natural o sintético, incluyendo complejos, derivados,
sales, solvatos, isomeros, enantiomeros, polimorfos, y profarmacos de los compuestos descritos en la presente
memoria, y combinaciones de los mismos, que son eficaces como agentes terapéuticos dentro de los métodos y
composiciones de la invencion en el tratamiento de VIH/SIDA y afecciones relacionadas.

El sindrome de deficiencia inmunitaria adquirida o el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es un conjunto
de sintomas e infecciones resultantes de los dafios al sistema inmunitario causados por la infeccién con el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH). El dafio al sistema inmunitario deja a los individuos propensos a infecciones
oportunistas y tumores. Aunque existen tratamientos para el SIDA y el VIH para ralentizar la progresion del virus y la
gravedad de los sintomas, no existe curacion conocida.

El VIH es un retrovirus que infecta principalmente a componentes del sistema inmunitario humano, tales como las
células T CD4+, los macrofagos y las células dendriticas. Cuando las células T CD4 + son destruidas y su nimero
total disminuye por debajo de 200 células T CD4+/uL de sangre o el porcentaje de células T CD4+ como una
fraccion de los linfocitos totales cae a menos del 14 %, se pierde la inmunidad celular, conduciendo al SIDA.

Se cree actualmente que un cambio en el equilibrio de las citocinas Th1 y Th2 puede contribuir a la desregulacion
inmunitaria asociada con la infeccién por el VIH. Las células Ti1 producen citocinas que estimulan la proliferacion de
las células T citotdxicas. Las células Tr2 producen citocinas que son responsables de la activacion de las respuestas
inmunitarias humorales en las personas sanas. La progresion desde la infeccion por VIH hasta el SIDA se
caracteriza por una disminucion en los niveles de las citocinas Ti1 IL-2, IL-12 e IFN-y con un aumento concomitante
en los niveles de las citocinas Tn2, IL-4, IL-5 e IL-10. (Clerci, Immunology Today, v 14, No. 3, p 107-110, 1993;
Becker, Virus Genes 28: 1, 5-18 (2004)). La resistencia a la infeccion por VIH y/o la resistencia a la progresion al
SIDA, puede ser dependiente por lo tanto de una dominacién de Th1 > Tp2.

Una fraccion de las células T CD4+ de memoria contiene provirus para el VIH inactivos integrados
transcripcionalmente. Estos reservorios latentes pueden ser activados para producir virus infeccioso activo después
de la activacion por antigenos especificos o citocinas. La semivida de estas células T CD4 de memoria es de al
menos 44 meses lo que hace extremadamente dificil eliminar el VIH y que se requiera la continuacién prolongada de
la terapia antirretroviral, incluso cuando los niveles de VIH en la sangre periférica son indetectables.

La prostratina, 12-desoxiforbol 13-acetato, un éster de forbol que no es promotor tumoral, segun se ha publicado, ha
demostrado alguna eficacia para inhibir la muerte celular inducida por el VIH y la replicacion viral. La prostratina,
segun se ha publicado, ha activado la expresion viral en lineas celulares infectadas de forma latente, pero ha tenido
poco o ningun efecto sobre las lineas celulares infectadas cronicamente. (Gulakowski, et al., Antiviral Research v 33,
87-97 (1997); Williams, et al, JBC v 279, No. 40, P. 42.008-42.017 (2004).). La prostratina representa una subclase
diferente de los activadores de la proteina cinasa C, que tiene actividades bioldgicas unicas que difieren de los
ésteres de forbol promotores de tumores, tales como TPA.

Los sujetos mamiferos susceptibles de tratamiento con ésteres de forbol de la férmula Il, especialmente TPA, segun
los métodos proporcionados en la presente memoria, incluyen adicionalmente, pero no se limitan a, sujetos
mamiferos con enfermedades neoplasicas, incluyendo canceres soélidos y no sdlidos, incluyendo neoplasias
malignas hematoldgicas/trastornos de la médula 6sea, tales como la leucemia, incluyendo leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia mieloide cronica (CML), crisis blastica de leucemia mieloide cronica, mielodisplasia, sindrome
mieloproliferativo; linfoma, incluyendo linfoma de Hodgkin y linfoma no Hodgkin; adenocarcinoma subcutaneo;
teratocarcinoma de ovario; y cancer de prostata. En algunas realizaciones, tales canceres pueden ser recidivantes o
refractarios.

Dentro de los métodos y composiciones proporcionados en la presente memoria, uno o0 mas compuestos ésteres de
forbol de la féormula Il como se describe aqui se formulan de modo eficaz o se administran como un agente eficaz
para el tratamiento de enfermedades neoplasicas. En realizaciones a modo de ejemplo, se demuestra con fines
ilustrativos que TPA es un agente eficaz en formulaciones farmacéuticas y métodos terapéuticos, solo o en
combinacién con uno o mas agentes terapéuticos adyuvantes. La presente descripcion proporciona ademas
compuestos de ésteres de forbol farmacéuticamente aceptables adicionales, en la forma de un compuesto natural o
sintético, incluyendo complejos, derivados, sales, solvatos, isdmeros, enantidmeros, polimorfos, y profarmacos de
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los compuestos descritos en la presente memoria, y combinaciones de los mismos, que son eficaces como agentes
terapéuticos dentro de los métodos y composiciones de la descripcion en el tratamiento de enfermedades
neoplasicas y los sintomas de tales enfermedades.

Enfermedad neoplasica es cualquier crecimiento o tumor causado por la division celular anormal y descontrolada; se
puede extender a otras partes del cuerpo a través del sistema linfatico o del torrente sanguineo. Tales crecimientos
pueden ser malignos o benignos, solidos o no sdlidos.

En algunas realizaciones, las enfermedades neoplasicas pueden ser una neoplasia hematoldgica/trastorno de la
médula 6sea tal como leucemia mieloide aguda (AML). La AML (llamada también leucemia mielégena aguda,
leucemia mieloblastica aguda, leucemia granulocitica aguda y leucemia aguda no linfocitica) es el tipo mas comun
de leucemia aguda en adultos. En la AML, las células madre producidas por la médula 6sea usualmente se
desarrollan hasta un tipo de glébulos blancos inmaduros llamados mieloblastos (o blastos mieloides). En los
individuos que padecen AML, estos mieloblastos no maduran en glébulos blancos sanos. Adicionalmente, las células
madre de los individuos con AML se pueden desarrollar hasta glébulos rojos o plaquetas anormales. La falta de
células sanguineas normales aumenta la incidencia de infeccion, la anemia y el sangrado facil. Adicionalmente, las
células leucémicas se pueden extender fuera de la sangre a otras partes del cuerpo, incluyendo el sistema nervioso
central (cerebro y médula espinal), la piel y las encias.

La edad media de un paciente con leucemia mieloide aguda es mas de 64 afios de edad. Los pacientes mayores de
60 afios tratados por AML con agentes quimioterapéuticos estandar tienen una tasa de remision de menos del 20 %.
Ademas, los pacientes que desarrollan AML después de un trastorno hematolégico precedente o antes de una
quimioterapia leucomogénica/terapia de radiacion tienen resultados igualmente deficientes.

El forbol es un alcohol policiclico natural, derivado de plantas de la familia tigliane de diterpenos. Fue aislado por
primera vez en 1934 como el producto de la hidrdlisis de aceite de crotén derivado de las semillas de Croton tiglium.
Es muy soluble en la mayoria de los disolventes organicos polares y en el agua.

Las formas organicas y sintéticas de los ésteres de forbol, incluyendo cualquier preparacion o extracto de fuentes
vegetales tales como croton tiglium, se contemplan como composiciones utiles que comprenden ésteres de forbol (o
analogos de ésteres de forbol, compuestos relacionados y/o derivados) para su uso dentro de las realizaciones de
esta memoria.

Un ejemplo de realizacién de un compuesto éster de forbol util en el tratamiento de enfermedades citopaticas tales
como el VIH y el SIDA y/o enfermedades neoplasicas, particularmente AML, se encuentra en el forbol 12-miristato-
13-acetato (conocido también como PMA o 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA)) mostrado en la Férmula I, a
continuacion.

Foérmula Il

Los ésteres de forbol utiles adicionales y los compuestos y derivados relacionados dentro de las formulaciones y
métodos proporcionados en la presente memoria incluyen, pero no se limitan a, otras sales activas
farmacéuticamente aceptables de dichos compuestos, asi como los isémeros, enantidmeros, polimorfos, derivados
glucosilados, solvatos, hidratos, y/o profarmacos activos, de dichos compuestos. Otras formas ejemplares de los
ésteres de forbol para uso dentro de las composiciones y métodos descritos aqui incluyen, pero no se limitan a,
forbol 13-butirato; forbol 12-decanoato; forbol 13-decanoato; forbol 12,13-diacetato; forbol 13,20-diacetato; forbol
12,13-dibenzoato; forbol 12,13-dibutirato; forbol 12,13-didecanoato; forbol 12,13-dihexanoato; forbol 12,13-
dipropionato; forbol 12-miristato; forbol 13-miristato; forbol 12,13,20-triacetato; 12-desoxiforbol 13-angelato; 12-
desoxiforbol 13-angelato 20-acetato; 12-desoxiforbol 13-isobutirato; 12-desoxiforbol 13-isobutirato-20-acetato; 12-
desoxiforbol 13-fenilacetato; 12-desoxiforbol 13-fenilacetato 20-acetato; 12-desoxiforbol 13-tetradecanoato; forbol
12-tigliato 13-decanoato; 12-desoxiforbol 13-acetato; forbol 12-acetato; y forbol 13-acetato.

Las composiciones para tratar las enfermedades citopaticas de la presente memoria, comprenden composiciones
para tratar el VIH y el SIDA que comprenden una cantidad eficaz anti-SIDA de un compuesto éster de forbol de la
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férmula 11, que es eficaz para la profilaxis y/o el tratamiento de VIH, SIDA, y/o sintomas relacionados con el VIH,
incluyendo las infecciones oportunistas, en un sujeto mamifero. Una cantidad eficaz "anti-VIH", "anti-SIDA", o "para
tratar el SIDA" del compuesto activo es terapéuticamente eficaz, en una forma farmacéutica unitaria de dosis Unica o
multiple, durante un periodo especificado de intervencién terapéutica, para aliviar de forma medible uno o mas
sintomas del SIDA en un sujeto, y/o para aliviar uno o mas sintomas o afecciones asociadas con la infeccion por VIH
en el sujeto. Dentro de las realizaciones ejemplares, las composiciones son eficaces en los métodos de tratamiento
para aliviar los sintomas del SIDA u otras afecciones relacionadas con el VIH en sujetos humanos y otros mamiferos
vulnerables a la infeccién por VIH.

Las composiciones para ftratar enfermedades citopaticas de la presente memoria, pueden comprender
adicionalmente composiciones quimioterapéuticas que comprenden una cantidad eficaz anti-neoplasica de un éster
de forbol o compuesto derivado de la formula Il, que es eficaz para el mantenimiento y tratamiento de neoplasias
malignas o sintomas causados por el cancer en un mamifero. Una cantidad eficaz "quimioterapéutica", "anti-
tumoral", "de tratamiento del cancer", "para inducciéon de la apoptosis", "para induccion de la remisién", "para
mantener la remision" del compuesto activo es terapéuticamente eficaz, en una forma farmacéutica unitaria de dosis
Unica o multiple, a lo largo de un periodo especificado de intervencion terapéutica, para aliviar de forma medible uno
0 mas sintomas o afecciones asociados con la neoplasia maligna en el sujeto. Dentro de las realizaciones
ejemplares, las composiciones de la descripcion son eficaces en los métodos de tratamiento para aliviar los
sintomas de las afecciones relacionadas con la enfermedad neoplasica en los seres humanos y otros mamiferos
vulnerables a las neoplasias malignas.

Las composiciones para el tratamiento de enfermedades citopaticas, incluyendo el tratamiento quimioterapéutico y el
tratamiento de VIH, comprenden tipicamente una cantidad eficaz o dosis unitaria de un compuesto éster de forbol de
la formula Il, que puede ser formulada con uno o mas portadores, excipientes, vehiculos, agentes emulsionantes,
estabilizantes, conservantes, tampones, farmacéuticamente aceptables, y/o otros aditivos que puedan mejorar la
estabilidad, la administracion, la absorcion, la semivida, la eficacia, la farmacocinética, y/o la farmacodinamia, reducir
los efectos secundarios adversos, o proporcionar otras ventajas para el uso farmacéutico. Las cantidades eficaces
de un compuesto éster de forbol o compuesto relacionado o derivado de la férmula Il (por ejemplo, una dosis unitaria
que comprende una concentracion/cantidad eficaz de TPA, o de una sal, isémero, enantidmero, solvato, polimorfo
y/o profarmaco de TPA, farmacéuticamente aceptable) seran determinadas faciimente por los expertos en la técnica,
dependiendo de factores clinicos y especificos del paciente. Las cantidades de los compuestos activos en dosis
unitarias eficaces adecuadas para administracion a los sujetos mamiferos, incluyendo los seres humanos, pueden
variar de 10 a 1500 pg, 20 a 1000 pg, de 25 a 750 pg, 50 a 500 pg, o 150 a 500 ug. En ciertas realizaciones, la dosis
eficaz de tratamiento de la enfermedad citopatica de un compuesto éster de forbol o compuesto relacionado o
derivado de la férmula Il se puede seleccionar dentro de intervalos mas estrechos, por ejemplo, de 10 a 25 pg, 30-50
Mg, 75 a 100 pg, 100 a 250 pg, o 250 a 500 ug. Estas y otras cantidades de dosis unitaria eficaces se pueden
administrar en una sola dosis, o en la forma de dosis multiples diarias, semanales o mensuales, por ejemplo, en un
régimen de dosificacién que comprende de 1 a 5, o de 2 a 3, dosis administradas al dia, a la semana o al mes. En
una realizacion ejemplar, las dosis de 10 a 30 pg, 30 a 50 pg, 50 a 100 ug, 100 a 250 pg, o 250 a 500 ug, se
administran una, dos, tres, cuatro, o cinco veces al dia. En realizaciones mas detalladas, las dosis de 50-100 g,
100-250 pg, 250-400 pg, o 400-600 ug, se administran una o dos veces al dia. En una realizacion adicional, las
dosis de 50-100 pg, 100-2500 ug, 250-400 pg, o 400-600 ug, se administran en dias alternos. En realizaciones
alternativas, las dosis se calculan en base al peso corporal, y se pueden administrar, por ejemplo, en cantidades de
aproximadamente 0,5 pyg/m? a aproximadamente 100 pg/m? al dia, 1 yg/m? a aproximadamente 75 yg/m? al dia, 1
pg/m? a aproximadamente 50 ug/m? al dia, 2 pg/m? a aproximadamente 50 ug/m? al dia, 2 pg/m? a aproximadamente
30 pg/m? al dia o 3 pg/m? a aproximadamente 30 ug/m? al dia.

La cantidad, el tiempo y el modo de administracion de las composiciones que comprenden una cantidad eficaz, para
tratar una enfermedad citopatica, de un compuesto éster de forbol de la formula Il (cantidad eficaz para tratamiento
del SIDA, prevencién del VIH, tratamiento de VIH, activacién del reservorio de VIH, aumento de la citocina Th1,
induccion de la fosforilacion ERK, quimioterapéutica, anti-tumoral, de tratamiento del cancer, inducciéon de la
remision, mantenimiento de la remision, induccion de la apoptosis) seran ajustados de manera rutinaria sobre una
base individual, dependiendo de factores tales como el peso, edad, sexo, y condicién del individuo, la gravedad de la
enfermedad citopatica y/o de los sintomas relacionados, si la administracién es profilactica o terapéutica, y sobre la
base de otros factores conocidos para realizar la administracion de farmacos, absorcion, farmacocinética, incluyendo
la semivida y la eficacia.

Un régimen de tratamiento de una dosis eficaz o dosis multiples para las formulaciones de tratamiento inmediato de
la enfermedad citopatica (alternativamente, "tratamiento del SIDA", "tratamiento del VIH", "prevencion del VIH",
"activacion del reservorio de VIH", o "aumento de la citocina Th1", "induccién de la fosforilacion ERK",
"quimioterapéutica”, "anti-tumoral", " tratamiento del cancer", "induccién de la apoptosis”, "induccién de la remisiéon",
"mantenimiento de la remisién") proporcionadas en la presente memoria, se seleccionara normalmente para
aproximarse a un régimen de dosificacion minima que sea necesaria y suficiente para prevenir o aliviar
sustancialmente los sintomas de la enfermedad citopatica incluyendo el SIDA o las enfermedades neoplasicas tales
como el cancer y las enfermedades oportunistas relacionadas, en el sujeto, y/o para prevenir o aliviar
sustancialmente uno o mas sintomas asociados con el SIDA o enfermedades neoplasicas tales como el cancer en el
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sujeto. Un protocolo de dosificaciéon y administracion incluira a menudo la terapia de dosis repetidas a lo largo de
varios dias o incluso una o mas semanas o afios. Un régimen eficaz de tratamiento puede incluir también la dosis
profilactica administrada en un dia o dosis multiples al dia de forma duradera a lo largo de dias, semanas, meses o
incluso afnos.

Se pueden emplear facilimente varios ensayos y sistemas modelo para determinar la eficacia terapéutica del
tratamiento de las enfermedades citopaticas. Por ejemplo, en el tratamiento del VIH o SIDA se puede demostrar la
eficacia por una disminucion de la carga viral, un aumento en los recuentos de CD4, un aumento en los recuentos de
CD3, un aumento en la produccion de IL-2 e IFN, una disminucién en la produccién de IL-4 e IL-10, y una
disminucion o eliminacion de los sintomas del SIDA, entre otros métodos de determinacion de la eficacia conocidos
para los expertos en la técnica.

La eficacia de las composiciones y métodos descritos en esta memoria se puede demostrar, por ejemplo, a través
de analisis de sangre para detectar anticuerpos contra el VIH, la carga viral, los niveles de CD4, los recuentos de
CD8, y los recuentos de CD3. Los niveles normales de CD4 estan usualmente entre 600 y 1200 por microlitro, o 32-
68 % de linfocitos. Las personas con un recuento de CD4 de menos de 350 tienen un sistema inmunitario debilitado.
Aquellas con un recuento de CD4 de menos de 200 se considera que tienen SIDA. Los niveles de CD8 en un
individuo sano estan generalmente entre 150-1000 por microlitro. Los niveles de CD3 en un individuo sano en
general estan entre aproximadamente 885-2270 por microlitro. Los niveles de células CD3, CD4 y CD8 se pueden
medir, por ejemplo, usando citometria de flujo. Las cantidades eficaces de las composiciones aumentaran los niveles
de las células positivas para CD3, CD4 y CD8 en al menos 10 %, 20 %, 30 %, 50 % o mayor reduccion, hasta un 75-
90 %, 0 95 % o mayor. Las cantidades eficaces moveran también el perfil de CD3, CD4 y CD8 de un individuo hacia
la categoria 6ptima para cada tipo de glucoproteina.

Los individuos se pueden evaluar también utilizando un ensayo de beta-microglobulina (beta,-M). La betay-
microglobulina es una proteina liberada a la sangre cuando muere una célula. Un nivel creciente de beta,-M en
sangre se puede utilizar para medir la progresion del SIDA. Las cantidades eficaces de una composicion de la
presente descripcion daran lugar a una disminucion o cese del aumento en la cantidad de betax-M.

La eficacia se puede demostrar ademas utilizando un recuento sanguineo completo (CBC). Las medidas realizadas
en un CBC incluyen un recuento de glébulos blancos (WBC), un recuento de glébulos rojos (RBC), el ancho de
distribucion eritrocitaria, el hematocrito y la cantidad de hemoglobina. Los signos especificos relacionados con el
SIDA en un recuento sanguineo completo incluyen un hematocrito bajo, una fuerte disminucién del ndmero de
plaquetas sanguineas, y un nivel bajo de neutrdéfilos. Una cantidad eficaz de una composicion aumentara los niveles
medidos en un recuento sanguineo completo en un 10 %, 20 %, 30 %, 50 % o mayor aumento, hasta un 75-90 %, o
95 % o mayor. Las cantidades eficaces también moveran las proteinas de la sangre de un individuo hacia la
categoria 6ptima para cada tipo de proteina.

La eficacia de las composiciones y métodos proporcionados en la presente memoria se puede demostrar también
por una disminucién en los sintomas de VIH o de SIDA, incluyendo, pero sin limitarse a, lesiones orales, fatiga,
candidosis cutanea, fiebre, falta de apetito, diarrea, Ulceras aftosas, mala absorcién, trombocitopenia, pérdida de
peso, anemia y dilatacion de los ganglios linfaticos.

La eficacia de las composiciones y métodos proporcionados en la presente memoria se puede demostrar también
por una disminucion de la susceptibilidad para y gravedad de las afecciones secundarias u oportunistas tales como
complejo de Mycobacterium avium, salmonelosis, sifilis, neurosifilis, tuberculosis (TB), angiomatosis bacilar,
aspergilosis, candidosis, coccidioidomicosis, listeriosis, enfermedad pélvica inflamatoria, linfoma de Burkitt,
meningitis criptocdcica, histoplasmosis, sarcoma de Kaposi, linfoma, linfoma sistémico no Hodgkin (NHL), linfoma
primario del SNC, criptosporidiosis, isosporiasis, microsporidiosis, neumonia por pneumocystis carinii (PCP) ,
toxoplasmosis, citomegalovirus (CMV), hepatitis, herpes simple, herpes zoster, virus del papiloma humano (HVP,
verrugas genitales, cancer de cuello uterino), molusco contagioso, leucoplasia vellosa oral (OHL), y
leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML).

La eficacia se puede demostrar ademas por la reduccion del VIH detectable en el sujeto infectado por el VIH; el
mantenimiento de un recuento normal de células T; o el mantenimiento de los niveles normales de antigeno p24.

La eficacia en el tratamiento de enfermedades neoplasicas se puede determinar también por una serie de métodos
tales como, pero sin limitarse a, la escala funcional de ECOG, escala funcional de Karnofsky, examen microscépico
de las células sanguineas, aspirado de médula 6sea y biopsia, analisis citogenético, biopsia, inmunofenotipado,
estudios de la quimica de la sangre, un hemograma completo, biopsia de los ganglios linfaticos, frotis de sangre
periférica, analisis visual de un tumor o lesion, o cualquier otro método de evaluacion y/o diagndstico de tumores
malignos y de la progresion de los tumores, conocidos por los expertos en la técnica.

Por ejemplo, la eficacia de las composiciones y métodos de esta memoria en el tratamiento de neoplasias
hematolégicas malignas/trastornos de la médula ésea se guede evaluar utilizando, un recuento absoluto de
neutrdfilos (ANC). Un ANC normal esta entre 1500 a 8000/mm"~. Los individuos que sufren neoplasias hematoldgicas
malignas/trastornos de la médula dsea tienen con frecuencia un ANC por debajo de 1500/mm?®, y pueden llegar
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incluso a niveles por debajo de 500/mm?®. Las cantidades eficaces de las composiciones y métodos de la presente
memoria aumentaran el ANC de un individuo en un 10 %, 20 %, 30 %, 50 % o mayor aumento, hasta un 75-90 %, o
95 % o mayor. Las cantidades eficaces pueden aumentar los niveles de ANC por encima de 1500/mm?°.

La eficacia de las composiciones y métodos de esta memoria en el tratamiento de neoplasias malignas
hematoldgicas/trastornos de la médula 6sea se puede evaluar ademas utilizando, por ejemplo, un recuento de
plaquetas. Un recuento de plaquetas esta normalmente entre 150.000 a 450.000 plaquetas por microlitro (x 10-
6/litro). Los individuos que sufren de neoplasias malignas hematoldgicas/trastorno de la médula 6sea pueden tener
recuentos de plaquetas por debajo de 100.000 por microlitro. Las cantidades eficaces de las composiciones y
métodos de la presente memoria aumentaran el recuento de plaquetas de un individuo en un 10 %, 20 %, 30 %, 50
% o mayor aumento, hasta un 75-90 %, o 95 % o mayor. Las cantidades eficaces pueden aumentar los niveles de
plaguetas por encima de 100.000 por microlitro

La eficacia de las composiciones y métodos de esta memoria en el tratamiento de neoplasias malignas
hematoldgicas/trastornos de la médula 6sea, se puede evaluar adicionalmente, por ejemplo, midiendo el nimero de
mieloblastos. Los mieloblastos normalmente representan menos del 5 % de las células de la médula 6sea, pero no
deben estar presentes en la sangre circulante. Las cantidades eficaces de las composiciones y métodos de esta
memoria disminuiran el nimero de mieloblastos en un 10 %, 20 %, 30 %, 50 % o mas, hasta un 75-90 %, 96 % o
mayor disminucion. Las cantidades eficaces pueden disminuir los mieloblastos hasta por debajo de 5 %.

La eficacia de las composiciones y métodos de esta memoria en el tratamiento de neoplasias hematologicas
malignas/trastornos de la médula 6sea se puede evaluar ademas examinando los mieloblastos en cuanto a la
presencia de bastones de Auer. Las cantidades eficaces de las composiciones descritas en esta memoria
disminuiran el nimero de bastones de Auer visibles en un 10 %, 20 %, 30 %, 50 % o mas, hasta una disminucién del
75-90 %, 96 % o mayor hasta la eliminacion completa de los bastones de Auer.

La eficacia de las composiciones y métodos proporcionados en esta memoria, se puede demostrar también por una
disminucion en los sintomas de los sujetos que sufren una enfermedad neoplasica incluyendo, pero sin limitarse a,
anemia; fatiga cronica; sangrado excesivo o facil, tal como el sangrado de la nariz, las encias y debajo de la piel;
hematomas faciles, sobre todo hematomas sin causa aparente; dificultad para respirar; petequias; fiebre recurrente;
inflamacion de las encias; cicatrizacion lenta de cortes; molestias en los huesos y las articulaciones; infecciones
recurrentes; pérdida de peso; prurito; sudores nocturnos; hinchazén de los ganglios linfaticos; fiebre; dolor y malestar
abdominal; alteraciones de la vision; tos; pérdida de apetito; dolor en el pecho; dificultad para tragar; hinchazén de la
cara, cuello y extremidades superiores; una necesidad de orinar con frecuencia, especialmente por la noche;
dificultad para empezar a orinar o para retener la orina; flujo de orina débil o interrumpido; dolor o ardor al orinar;
dificultad para tener una ereccion; eyaculacion dolorosa; sangre en la orina o en el semen; dolor frecuente o rigidez
en la zona lumbar, las caderas o parte alta del muslo; y debilidad.

Para cada una de las afecciones indicadas descritas en esta memoria, los sujetos de ensayo presentaran una
reduccion del 10 %, 20 %, 30 %, 50 % o mayor, hasta una reduccion del 75-90 %, o 96 % o mayor, en uno o mas de
los sintomas causados por, o asociados con, la enfermedad citopatica, o enfermedades o afecciones relacionadas
en el sujeto, en comparacion con los sujetos control tratados con placebo o con otros sujetos control apropiados.

Dentro de aspectos adicionales, se proporcionan formulaciones y métodos de administracion coordinados para el
tratamiento de combinacion de una enfermedad citopatica (tratamiento del SIDA, prevencion del VIH, tratamiento del
VIH, activaciéon del reservorio de VIH, aumento de la citocina Th1, induccion de la fosforilacion ERK, induccion de la
apoptosis, tratamiento quimioterapéutico, anti-tumoral, tratamiento del cancer, induccién de la remisién,
mantenimiento de la remisién) que emplean una cantidad eficaz de un compuesto éster de forbol de la féormula Il y
uno o mas agentes secundarios o adyuvantes que se formulan en combinacién o se administran coordinadamente
con el compuesto de éster de forbol de la féormula Il para dar una composicién combinada, multi-activa, para tratar
una enfermedad citopatica, o un método de tratamiento coordinado.

Los ejemplos de las formulaciones de combinacion y los métodos de tratamiento coordinados en este contexto
emplean el éster de forbol de la formula Il en combinacion con el uno o mas agentes secundarios anti-SIDA, o con
uno o0 mas agentes terapéuticos adyuvantes que son Utiles para el tratamiento o profilaxis de la enfermedad objetivo
(o asociada), afeccion y/o sintomas, en la formulacion de combinacion seleccionada o en el régimen de tratamiento
coordinado. Para la mayor parte de las formulaciones de combinacién y métodos de tratamiento coordinados de la
invencion, un compuesto de éster de forbol de la férmula Il o compuesto relacionado o derivado, se formula o se
administra coordinadamente, en combinacion con uno o mas agentes terapéuticos secundarios o adyuvantes, para
dar una formulacion combinada o método de tratamiento coordinado que es combinatoriamente eficaz o
coordinadamente util para tratar el VIH/SIDA. Los ejemplos de formulaciones de combinacion y métodos de
tratamiento coordinados en este contexto, emplean un compuesto de éster de forbol de la férmula Il en combinacién
con uno 0 mas agentes terapéuticos secundarios o adyuvantes seleccionados, por ejemplo, de los inhibidores de la
proteasa, incluyendo, pero sin limitarse a, saquinavir, indinavir, ritonavir, nelfinavir, atazanavir, darunavir,
fosamprenavir, tipranavir y amprenavir; nucledsidos inhibidores de la transcriptasa inversa, incluyendo pero sin
limitarse a, zidovudina, didanosina, estavudina, lamivudina, zalcitabina, emtricitabina, tenofovir disoproxil fumarato,
AVX754 y abacavir; no nucledsidos inhibidores de la transcriptasa inversa, incluyendo, pero sin limitarse a,
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nevaripina, delavirdina, calanolida A, TMC 125 y efavirenz; farmacos de combinacion, incluyendo, pero sin limitarse
a, efavirenz/emtricitabina/tenofovir disoproxil fumarato, lamivudina/zidovudina, abacavir/lamivudina,
abacavir/lamivudina/zidovudina,  emtricitabina/tenofovir ~ disoproxil fumarato, sulfametoxazol/trimetoprim, vy
lopinavir/ritonavir; inhibidores de la entrada y de la fusion, incluyendo, pero sin limitarse a, enfuvirtida, AMDQ70,
BMS-488043, fozivudina tidoxil, GSK-873,140, PRO 140, PRO 542, Péptido T, SCH-D, TNX-355 y UK-427,857;
tratamientos para las infecciones oportunistas y otras afecciones asociadas con el SIDA y el VIH incluyendo, pero
sin limitarse a, aciclovir, adefovir dipivoxil, aldesleucina, anfotericina B, azitromicina, hidroxiapatita de calcio,
claritromicina, doxorubicina, dronabinol, entecavir, epoetina alfa, etopdsido, fluconazol, ganciclovir,
inmunoglobulinas, interferén alfa-2, isoniazida, itraconazol, megestrol, paclitaxel, peginterferon alfa-2, pentamidina,
acido polilactico 1, ribavirina, rifabutina, rifampicina, somatropina, testosterona, trimetrexato, y valganciclovir;
inhibidores de la integrasa, incluyendo, pero sin limitarse a, GS 9137, MK-0518; microbicidas, incluyendo, pero sin
limitarse a, BMS-378806, C31G, carbopol 974P, carragenina, sulfato de celulosa, cianovirina-N, sulfato de dextrano,
hidroxietilcelulosa, PRO 2000, SPL7013, tenofovir, UC-781, e IL-2.

Ejemplos adicionales de las formulaciones de combinaciéon y los métodos de tratamiento coordinados, pueden
emplear, adicionalmente, el éster de forbol de la formula Il en combinacién con uno o mas agentes anti-tumorales
secundarios, 0 con uno o mas agentes terapéuticos adyuvantes que son utiles para el tratamiento o profilaxis de la
enfermedad objetivo (o asociada), afeccion y/o sintomas, en la formulacién de combinacion o régimen de tratamiento
coordinado seleccionado. Para la mayor parte de las formulaciones de combinacion y métodos de tratamiento
coordinados, un compuesto de éster de forbol de la férmula Il o compuesto relacionado o derivado, se formula o se
administra coordinadamente, en combinacion con uno o mas agentes terapéuticos secundarios o adyuvantes, para
obtener una formulacion combinada o método de tratamiento coordinado que es combinatoriamente eficaz o
coordinadamente Util para el tratamiento de enfermedades neoplasicas y uno o mas sintomas de una enfermedad o
afeccion secundaria en el sujeto. Los ejemplos de formulaciones de combinacién y métodos de tratamiento
coordinados en este contexto, emplean un compuesto de éster de forbol de la férmula Il en combinacién con uno o
mas agentes terapéuticos secundarios o adyuvantes seleccionados de, por ejemplo, agentes quimioterapéuticos,
agentes antiinflamatorios, doxorubicina, vitamina D3, citarabina, arabinésido de citosina, daunorubicina,
ciclofosfamida, gemtuzumab ozogamicina, idarubicina, mercaptopurina, mitoxantrona, tioguanina, aldesleucina,
asparaginasa, carboplatino, fosfato de etopdsido, fludarabina, metotrexato, etopdsido, dexametasona y trisalicilato
de colina y magnesio. En adicién, se pueden usar terapias adyuvantes o secundarias, tales como, pero sin limitarse
a, tratamiento de radiacion, terapia hormonal y cirugia.

En ciertas realizaciones, la descripcidon proporciona formulaciones de combinaciéon para el tratamiento de una
enfermedad citopatica (tratamiento del SIDA, prevencion del VIH, tratamiento del VIH, activacion del reservorio de
VIH, aumento de la citocina Th1, inducciéon de la fosforilacion ERK, induccién de la apoptosis, tratamiento
quimioterapéutico, anti-tumoral, tratamiento del cancer, induccién de la remisién, mantenimiento de la remision) que
comprenden un éster de forbol y uno o mas agentes adyuvantes que tienen actividad para tratar la enfermedad
citopatica. Dentro de tales formulaciones de combinacioén, un éster de forbol de la formula Il y el agente o agentes
adyuvantes que tienen actividad para tratar la enfermedad citopatica estaran presentes en una formulacion
combinada en cantidades eficaces para el tratamiento de una enfermedad citopatica (tratamiento del SIDA,
prevencion del VIH, tratamiento del VIH, activacién del reservorio de VIH, aumento de la citocina Th1, induccién de
la fosforilaciéon ERK, induccion de la apoptosis, tratamiento quimioterapéutico, anti-tumoral, tratamiento del cancer,
induccion de la remisidon, mantenimiento de la remisién), solos o en combinacién. En ejemplos de realizaciones, un
compuesto de éster de forbol de la férmula Il y un agente o agentes que no son ésteres de forbol estara cada uno
presente en una cantidad para tratar una enfermedad citopatica (es decir, en una dosis singular que provocara ella
sola un alivio detectable de los sintomas en el sujeto). Alternativamente, la formulaciéon de combinacién puede
comprender uno o ambos, el compuesto de éster de forbol de la férmula 1l y los agentes de ésteres no de forbol en
cantidades de dosificacion singulares subterapéuticas, en donde la formulacién de combinacion que comprende
ambos agentes presenta una dosificacion combinada de ambos agentes que es colectivamente eficaz para provocar
una respuesta de alivio de los sintomas de una enfermedad o afeccién citopatica. Por lo tanto, uno o ambos, el éster
de forbol de la féormula Il y los agentes de éster no de forbol, pueden estar presentes en la formulacion, o ser
administrados en un protocolo de administracion coordinada, a una dosis sub-terapéutica, pero colectivamente en la
formulacion o método provocan una disminucién detectable de los sintomas de la enfermedad citopatica en el sujeto.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, la formulacion de combinacién puede incluir uno o mas compuestos de un
protocolo de terapia antirretroviral de gran actividad (protocolos TARGA o HAART) en combinacién con un éster de
forbol, entre otras combinaciones. Otras formulaciones de combinacién pueden incluir, por ejemplo, un éster de
forbol y/o compuestos eficaces para tratar las infecciones oportunistas del SIDA, asi como compuestos de los
protocolos TARGA. En otras realizaciones, la formulacion de combinacidon puede incluir uno o mas agentes
quimioterapéuticos adicionales.

Para la practica de los métodos de administracién coordinada de la descripcién, se puede administrar un compuesto
de éster de forbol de la formula I, simultaneamente o secuencialmente, en un protocolo de tratamiento coordinado
con uno o mas de los agentes terapéuticos secundarios o adyuvantes contemplados en la presente memoria. Asi, en
ciertas realizaciones, un compuesto se administra de forma coordinada con un agente de éster no de forbol, o con
cualquier otro agente terapéutico secundario o adyuvante contemplado en esta memoria, utilizando formulaciones
separadas o una formulacion de combinacién como se ha descrito anteriormente (es decir, que comprende tanto un
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compuesto de éster de forbol de la férmula 1l o compuesto relacionado o derivado, como un agente terapéutico éster
no de forbol). Esta administracion coordinada se puede realizar de forma simultdnea o secuencial en cualquier
orden, y puede haber un periodo de tiempo, durante el cual solamente uno o ambos (o todos) los agentes
terapéuticos activos ejercen de forma individual y/o colectiva sus actividades bioldgicas.

En una realizacién, dichos métodos de tratamiento coordinados pueden seguir, por ejemplo, o ser derivados de
diversos protocolos de terapia antirretroviral de gran actividad (protocolos TARGA) e incluyen regimenes tales como,
pero sin limitarse a, dos analogos de nucledsidos inhibidores de la transcriptasa inversa mas uno o mas inhibidores
de la proteasa o un analogo no nucledsido inhibidor de la transcriptasa inversa con un éster de forbol de la formula
I, entre otras combinaciones. Otros métodos de tratamiento coordinados pueden incluir, por ejemplo, un éster de
forbol y/o tratamientos para las infecciones oportunistas, asi como compuestos de los protocolos TARGA. Un
aspecto distintivo de todos estos métodos de tratamiento coordinados es que el compuesto éster de forbol de la
férmula Il ejerce al menos alguna actividad, lo que produce una respuesta clinica favorable, junto con una reduccion
complementaria de los sintomas de SIDA, o una respuesta clinica distinta proporcionada por el agente terapéutico
secundario o adyuvante. A menudo, la administracion coordinada del compuesto éster de forbol de la férmula Il con
el agente terapéutico secundario o adyuvante producira mejores resultados terapéuticos o profilacticos en el sujeto
mas alla de un efecto terapéutico provocado por el compuesto éster de forbol de la férmula Il, o el agente terapéutico
secundario o adyuvante administrado solo. Esta calificacion contempla tanto los efectos directos como los efectos
indirectos.

Dentro de las realizaciones a modo de ejemplo, un compuesto éster de forbol de la formula Il se administrara de
forma coordinada (de forma simultanea o secuencial, en formulacién o formulaciones en combinacién o separadas),
con uno o mas agentes de tratamiento de VIH secundarios, u otros agentes terapéuticos indicados o adyuvantes,
por ejemplo, seleccionados de, por ejemplo, inhibidores de la proteasa, incluyendo, pero sin limitarse a, saquinavir,
indinavir, ritonavir, nelfinavir, atazanavir, darunavir, fosamprenavir, tipranavir y amprenavir; nucleésidos inhibidores
de la transcriptasa inversa, incluyendo pero sin limitarse a, zidovudina, didanosina, estavudina, lamivudina,
zalcitabina, emtricitabina, tenofovir disoproxil fumarato, AVX754 y abacavir; no nucledsidos inhibidores de la
transcriptasa inversa, incluyendo, pero sin limitarse a, nevaripina, delavirdina, calanolida A, TMC125 y efavirenz;
farmacos de combinacion, incluyendo, pero sin limitarse a, efavirenz/emtricitabina/tenofovir disoproxil fumarato,
lamivudina/zidovudina, abacavir/lamivudina, abacavir/lamivudina/zidovudina, emtricitabina/tenofovir disoproxil
fumarato, sulfametoxazol/trimetoprim, y lopinavir/ritonavir; inhibidores de la entrada y de la fusion, incluyendo, pero
sin limitarse a, enfuvirtida, AMDO070, BMS-488043, fozivudina tidoxil, GSK-873,140, PRO 140, PRO 542, Péptido T,
SCH-D, TNX-355 y UK-427,857; tratamientos para las infecciones oportunistas y otras afecciones asociadas con el
SIDA y el VIH incluyendo, pero sin limitarse a, aciclovir, adefovir dipivoxil, aldesleucina, anfotericina B, azitromicina,
hidroxiapatita de calcio, claritromicina, doxorubicina, dronabinol, entecavir, epoetina alfa, etopdésido, fluconazol,
ganciclovir, inmunoglobulinas, el interferén alfa-2, isoniazida, itraconazol, megestrol, paclitaxel, peginterferén alfa-2,
pentamidina, acido polilactico 1, ribavirina, rifabutina, rifampicina, somatropina, testosterona, trimetrexato, y
valganciclovir; inhibidores de la integrasa, incluyendo, pero sin limitarse a, GS 9137, MK-0518; microbicidas,
incluyendo, pero sin limitarse a, BMS-378806, C31G, carbopol 974P, carragenina, sulfato de celulosa, cianovirina-N,
sulfato de dextrano, hidroxietilcelulosa, PRO 2000, SPL7013, tenofovir, y UC-781 e IL-2.

En ofra realizacion, dichos métodos de tratamiento coordinados pueden seguir, por ejemplo, o ser derivados de
varios protocolos quimioterapéuticos. Otros métodos de tratamiento coordinados pueden incluir, por ejemplo, un
éster de forbol y/o tratamientos para los sintomas adicionales de las enfermedades neoplasicas. Un aspecto
distintivo de todos estos métodos de tratamiento coordinados es que el compuesto éster de forbol de la férmula Il
ejerce al menos alguna actividad, lo que produce una respuesta clinica favorable, junto con una reduccion
complementaria de los sintomas de la enfermedad neoplasica, o una respuesta clinica distinta proporcionada por el
agente terapéutico secundario o adyuvante. A menudo, la administracion coordinada del compuesto éster de forbol
de la férmula 1l con el agente terapéutico secundario o adyuvante producira mejores resultados terapéuticos o
profilacticos en el sujeto mas alla del efecto terapéutico provocado por el compuesto éster de forbol de la férmula 1,
o el agente terapéutico secundario o adyuvante administrado solo. Esta calificacion contempla tanto los efectos
directos como los efectos indirectos.

Dentro de las realizaciones a modo de ejemplo, un compuesto éster de forbol de la formula Il se administrara de
forma coordinada (de forma simultanea o secuencial, en formulacién o formulaciones en combinacién o separadas),
con uno o mas agentes secundarios de tratamiento del cancer, u otros agentes terapéuticos indicados o adyuvantes,
por ejemplo, la doxorubicina, vitamina D3, citarabina, arabindsido de citosina, daunorubicina, ciclofosfamida,
gemtuzumab ozogamicina, idarubicina, mercaptopurina, mitoxantrona, tioguanina, aldesleucina, asparaginasa,
carboplatino, fosfato de etopdsido, fludarabina, metotrexato, etopdsido, dexametasona, y trisalicilato de colina y
magnesio.

Como se ha sefialado antes, en todas las diversas realizaciones contempladas en la presente memoria, los métodos
y formulaciones de tratamiento de las enfermedades citopaticas pueden emplear un compuesto éster de forbol de la
férmula Il en cualquiera de una variedad de formas, incluyendo una cualquiera o una combinacién de las sales,
solvatos, isdmeros, enantiomeros, polimorfos, solvatos, hidratos, y/o profarmacos farmacéuticamente aceptables del
compuesto de la invencion. En realizaciones ejemplares de la invencion, se emplea TPA dentro de las formulaciones
terapéuticas y métodos con fines ilustrativos.
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Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion se pueden administrar por cualquier medio que consiga
su propoésito terapéutico o profilactico deseado. Las vias de administracién adecuadas para las composiciones de la
descripcion incluyen, pero no se limitan a, las vias, dispositivos y métodos convencionales de administracion,
incluyendo métodos inyectables, tales como, pero sin limitarse a las vias, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal,
intraespinal, intratecal, intracerebroventricular, intraarterial, subcutanea e intranasal.

Las composiciones de la presente descripcidon pueden incluir ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable
apropiado para el modo particular de administracién a emplear. Las formas farmacéuticas de las composiciones
incluyen excipientes reconocidos en la técnica de la formulacién farmacéutica como adecuados para la preparacion
de unidades de dosificacion como se ha expuesto anteriormente. Dichos excipientes incluyen, sin intencion de
limitacion, aglutinantes, cargas, lubricantes, emulsionantes, agentes de suspension, edulcorantes, aromatizantes,
conservantes, tampones, agentes humectantes, disgregantes, agentes efervescentes y otros excipientes y aditivos
convencionales.

Si se desea, las composiciones se pueden administrar en una forma de liberacién controlada mediante el uso de un
vehiculo de liberacion lenta, tal como un polimero hidréfilo de liberacion lenta. Los ejemplos de agentes de liberacion
controlada en este contexto incluyen, pero no se limitan a, hidroxipropil metil celulosa, con una viscosidad en el
intervalo de aproximadamente 100 cps a aproximadamente 100.000 cps u otras matrices biocompatibles tales como
colesterol.

Algunas composiciones de éster de forbol de la férmula Il se disefian para administracion parenteral, por ejemplo,
para ser administradas por via intravenosa, intramuscular, subcutanea o intraperitoneal, incluyendo soluciones
inyectables estériles acuosas y no acuosas que, como muchas otras composiciones contempladas, pueden contener
opcionalmente antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y/o solutos que hacen a la formulacion isoténica con la
sangre del mamifero; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspension y/o
agentes espesantes. Las formulaciones se pueden presentar en envases de dosis unitarias o en envases multi-
dosis. Las composiciones y formulaciones adicionales pueden incluir polimeros para la liberacion prolongada
después de administracion parenteral. Las preparaciones parenterales pueden ser soluciones, dispersiones o
emulsiones adecuadas para dicha administracion. Los agentes se pueden formular también en polimeros para la
liberacion prolongada después de administracion parenteral. Las formulaciones e ingredientes farmacéuticamente
aceptables tipicamente seran estériles o facilmente esterilizables, biolégicamente inertes, y de facil administracion.
Dichos materiales poliméricos son bien conocidos por los expertos en las técnicas de formulacién farmacéutica. Las
preparaciones parenterales contienen tipicamente agentes tampones y conservantes, y fluidos inyectables que son
farmacéutica y fisiolégicamente aceptables tales como agua, solucion salina fisioldgica, soluciones salinas
equilibradas, dextrosa acuosa, glicerol o similares. Las soluciones, emulsiones y suspensiones para inyeccion
extemporanea se pueden preparar a partir de polvos, granulos y comprimidos estériles del tipo descrito previamente.
Las formulaciones de dosificacion unitaria preferidas son aquellas que contienen una dosis o unidad diaria, subdosis
diaria, como se ha descrito antes en esta memoria, o una fraccién apropiada de la misma, del ingrediente o
ingredientes activos.

En realizaciones mas detalladas, las composiciones pueden comprender un compuesto éster de forbol de la férmula
Il encapsulado para administracion en microcapsulas, microparticulas, o microesferas, preparado, por ejemplo,
mediante técnicas de coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de
hidroximetilcelulosa o de gelatina y microcapsulas de poli(metilmetacrilato), respectivamente; en sistemas coloidales
de administracion de farmacos (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas
y nanocapsulas); o dentro de macroemulsiones.

Como se ha indicado antes, en ciertas realizaciones, los métodos y composiciones pueden emplear sales
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de adicién de acido o de base de los compuestos ésteres de
forbol descritos anteriormente de la formula 1l y/o compuestos relacionados o derivados. Los ejemplos de sales de
adicion farmacéuticamente aceptables incluyen sales de adicion de acidos inorganicos y organicos. Las sales de
adicién de acido adecuadas se forman a partir de acidos que forman sales no toxicas, por ejemplo sales
hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, sulfato, hidrogenosulfato, nitrato, fosfato, e hidrogenofosfato. Sales
adicionales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, sales de metales tales como sales de
sodio, sales de potasio, sales de cesio y similares; sales de metales alcalinotérreos tales como sales de calcio, sales
de magnesio y similares; sales de aminas organicas tales como sales de trietilamina, sales de piridina, sales de
picolina, sales de etanolamina, sales de trietanolamina, sales de diciclohexilamina, sales de N,N'-
dibenciletilendiamina y similares; sales de acidos organicos tales como sales acetato, citrato, lactato, succinato,
tartrato, maleato, fumarato, mandelato, acetato, dicloroacetato, trifluoroacetato, oxalato, y formiato; sales sulfonatos
tales como metanosulfonato, bencenosulfonato, y p-toluenosulfonato; y sales de aminoacidos tales como sales
arginato, asparginato, glutamato, tartrato, y gluconato. Las sales de bases adecuadas se forman a partir de bases
que forman sales no toxicas, por ejemplo, sales de aluminio, calcio, litio, magnesio, potasio, sodio, zinc y
dietanolamina.

Otras realizaciones detalladas, los métodos y composiciones descritos en la presente memoria pueden emplear
profarmacos de ésteres de forbol de la formula Il. Los profarmacos se considera que son cualquier portador unido
covalentemente que libera el farmaco original activo in vivo. Los ejemplos de profarmacos utiles dentro de la
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descripcion incluyen ésteres o amidas con hidroxialquilo o aminoalquilo como sustituyente, y éstos se pueden
preparar por reaccion de compuestos tales como los descritos anteriormente con anhidridos tales como anhidrido
succinico.

Se debe entender que la descripcion de la presente memoria abarca también métodos y composiciones que
comprenden los ésteres de forbol de la férmula Il utilizando in vivo los productos metabdlicos de dichos compuestos
(ya sea generados in vivo después de la administracion del compuesto precursor, o administrados directamente en
la forma del propio producto metabdlico). Dichos productos pueden resultar por ejemplo de la oxidacion, reduccion,
hidrélisis, amidacion, esterificacion y similares del compuesto administrado, principalmente debido a procesos
enzimaticos. Por consiguiente, la descripcion incluye métodos y composiciones de la descripcion que emplean
compuestos producidos por un procedimiento que comprende poner en contacto un compuesto éster de forbol de la
férmula Il con un sujeto mamifero durante un periodo de tiempo suficiente para dar un producto metabdlico del
mismo. Dichos productos se identifican tipicamente preparando un compuesto radiomarcado de la descripcion,
administrandolo parenteralmente en una dosis detectable a un animal tal como una rata, ratén, cobaya, mono, o al
hombre, dando tiempo suficiente para que tenga lugar el metabolismo y aislando sus productos de conversion de la
orina, sangre u otras muestras bioldgicas.

Se debe entender también que la descripcion de la presente memoria abarca composiciones de diagnéstico para
diagnosticar el nivel de riesgo, la presencia, gravedad, o indicios de tratamiento, o de otra manera para gestionar las
enfermedades citopaticas incluyendo, pero sin limitarse a, enfermedades neoplasicas incluyendo enfermedades
neoplasicas malignas tales como leucemia, y el SIDA o una enfermedad o afeccion relacionada en un sujeto
mamifero, que comprende poner en contacto un compuesto de éster de forbol de la férmula | marcado (por ejemplo,
marcado isotépicamente, marcado con fluorescencia o marcado de otro modo para permitir la deteccion del
compuesto marcado utilizando métodos convencionales) a un sujeto mamifero (por ejemplo, a una célula, tejido,
6rgano, o individuo) en riesgo o que presenta uno o mas sintomas de cancer y/o de SIDA, y detectar después la
presencia, localizacion, el metabolismo, y/o el estado de unién (por ejemplo, detectar la unién a un coparticipe de
union no marcado implicado en la fisiologia/metabolismo del receptor de VIH o en la fisiologia/metabolismo del
receptor de células malignas) del compuesto marcado utilizando cualquiera de un amplio conjunto de ensayos
conocidos y métodos de marcado/deteccion. En realizaciones de ejemplo, un compuesto de éster de forbol de la
férmula Il se marca isotépicamente teniendo uno o mas atomos reemplazados por un atomo que tiene una masa
atdomica o numero masico diferente. Los ejemplos de is6topos que se pueden incorporar a los compuestos descritos
incluyen isétopos de hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno, fésforo, fluor y cloro, tales como 2H, 3H, 13’C, 14C, 15N,
180, 170, 31P, 32P, 35S, 8 y 36CI, respectivamente. El compuesto marcado isotdpicamente se administra entonces a
un individuo u ofro sujeto y, posteriormente se detecta como se ha descrito antes, produciendo datos utiles de
gestion de diagndstico y/o terapéuticos, de acuerdo con técnicas convencionales.

Ejemplos

Los experimentos descritos a continuacion demuestran usos nuevos y potentes para los ésteres de forbol y
compuestos derivados como farmacos pare el tratamiento del VIH que pueden disminuir de modo efectivo los
sintomas del SIDA. En los ensayos clinicos ejemplares, los individuos que no respondian a los tratamientos
tradicionales para el VIH y el SIDA fueron sensibles a los tratamientos con TPA. El tratamiento con TPA se permitid
como "compasivo" y la recuperacion de algunos pacientes se consideré como salvacion de vidas segun los médicos.
Los experimentos descritos a continuacion demuestran adicionalmente la utilidad de los ésteres de forbol y
compuestos derivados en el tratamiento de enfermedades neoplasicas. Estos y otros resultados adicionales se
amplian y se aclaran ademas en los siguientes ejemplos.

Ejemplo |

Efecto del TPA en los recuentos de glébulos blancos periféricos (WBC) y en la hemoglobina (Hb) en ratones
inyectados con células S180:

Se inyectaron células de sarcoma 180 (S180) a ratones Kwen-Ming. El tercer dia, se administré a los ratones TPA
intraperitonealmente (i.p.). a 50, 100 o 200 pg/kg/dia durante 7 dias. El segundo dia después de completar el
tratamiento, se tomaron muestras de sangre de las colas de los ratones tratados para WBC y analisis de Hb. Los
recuentos de globulos blancos para los grupos tratados (50, 100, o 200 pg/kg/dia durante 7 dias) fueron 16,1 + 7,4,
18,7+ 3,0y 20,7 £ 3,4 x 10%L respectivamente; el recuento de globulos blancos para el grupo control fue 13,6 + 1,8
x 10%/L. Las Hb de los grupos tratados fueron 136 + 11, 149 + 12 y 149 + 10 g/L, y la Hb del grupo control fue 134 +
15 g/L. Los resultados indican que la inyeccion i.p. de TPA podria aumentar los recuentos de leucocitos periféricos
en los ratones de una manera dependiente de la dosis, mientras que los niveles de Hb no se vieron afectados en
gran medida en los ratones tratados con TPA en comparacion con los ratones control.

Ejemplo Il

Estudio de intervalo de dosis.
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Debido a la fuerte irritacion local causada por la aplicacion de TPA, se administré el TPA a los pacientes por
perfusion intravenosa (i.v.). Se inyect6 solucion de TPA en una jeringa estéril en 200 ml de solucion salina estéril y
se mezcld bien para perfusion i.v.

Toxicidad y efectos secundarios de diferentes dosis de TPA administradas clinicamente:
(1) TPA administrado a 1 mg/paciente/semana:

Se mezcld bien 1 mg de TPA en solucion con 200 ml de solucién salina estéril para perfusion intravenosa que se
completé en 1 h a una velocidad de 16 ug/min. Una hora después de la administracion de TPA, los pacientes
comenzaron a tener escalofrios que se prolongaron durante aproximadamente 30 minutos, seguidos de fiebre, (la
temperatura de los pacientes alcanz6 37,5-39,5 °C, que se prolongé durante 3 a 5 horas, después volvieron a la
normalidad) con sudacion de ligera a fuerte. Los sintomas anteriores se pudieron aliviar dando a los pacientes
glucocorticoides. El TPA a esta dosis caus6 que una minoria de los pacientes sangraran, varios pacientes sufrieron
durante un corto periodo de tiempo dificultad para respirar, y se detectdé Hb en la orina. Sin embargo, estos efectos
secundarios fueron de corta duracion y reversibles. Se encontré que todas las funciones cardiaca, hepatica, renal y
pulmonar eran normales.

(2) TPA administrado a 0,5 mg/paciente x 2/semana: (dos dosis a la semana)

Se mezclaron bien 0,5 mg de TPA en solucién con 200 ml de solucién salina para perfusion intravenosa que se
completd en 1 h a una velocidad de 8 pyg/min. Las reacciones después de la administracion fueron similares a las de
la dosis de 1 mg de TPA, pero en menor medida que la dosis de 1 mg. Los pacientes toleraron la dosis mas baja con
mayor facilidad. Ocasionalmente se detecté Hb en la orina de los pacientes. No se observé dificultad para respirar.
Las funciones cardiaca, hepatica, renal y pulmonar fueron todas normales.

(3) TPA administrado a 0,25 mg/paciente x 4/semana:

Se mezclaron bien 0,25 mg de TPA en solucién con 200 ml de solucién salina para perfusion intravenosa que se
completd en 1 h a una velocidad de 4 pg/min. Después de la administracién, también se observaron sintomas tales
como escalofrios y fiebre, pero en un grado mucho menor que con las dosis mas altas. No se detecté Hb en la orina,
y ningun paciente tuvo dificultad para respirar. Las funciones cardiaca, hepatica, renal y pulmonar fueron todas
normales.

Ejemplo llI
Primer estudio clinico de pacientes VIH+ tratados con TPA

Doce pacientes sintomaticos (cinco hombres y siete mujeres) entre las edades de 35 a 52 afios, todos los cuales
fueron infectados con el VIH en 1995 a través de una transfusion de sangre y eran refractarios a los tratamientos
estandar para VIH, fueron tratados con TPA. Se administré a cada paciente una dosis de TPA ajustada al peso (75
pg/metros cuadrados) en 200 ml de solucién salina estéril por via intravenosa durante una hora. Esta dosis se
administré una vez al dia durante los tres primeros dias de tratamiento. Se administré después a cada paciente esta
dosis en dias alternos durante los dias 4 a 18, seguido por un periodo de descanso de seis meses antes de un
segundo ciclo de tratamiento segun el mismo protocolo.

Se recogieron muestras de sangre antes de la administracion de la primera dosis de TPA y los dias 4 y 40 del ciclo
de tratamiento. Se midieron los niveles de CD3, CD4 y CD8 en la sangre periférica utilizando anticuerpos
monoclonales (Becton Dickson Scientific Co., Franklin Lakes, NJ) y un citometro de flujo (B.D. Bioscience, San
Diego, CA).

Como se puede ver en la Tabla 1, no se observé ninglin cambio consistente ni correlacion en los niveles de CD3,
CD4, o CD8.
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Tabla 1

Resultados del recuento de CD4, CDs, CD3 en doce pacientes de VIH

Paciente n° Tiempo de ensayo CD. CDs CDs3
01-1 Antes de TPA 3 196 341
01-2 Cuatro dias después de TPA 3 180 299
01-3 Cuarenta y dos dias después de TPA 2 111 203
02-1 Antes de TPA 26 614 687
02-2 Cuatro dias después de TPA 105 <2000 2316
02-3 Cuarenta y dos dias después de TPA 54 700 799
03-1 Antes de TPA 32 524 543
03-2 Cuatro dias después de TPA 36 366 427
03-3 Cuarenta y dos dias después de TPA 33 374 424
04-1 Antes de TPA 173 735 975
04-2 Cuatro dias después de TPA 123 770 941
04-3 Cuarenta y dos dias después de TPA 44 493 581
05-1 Antes de TPA 106 1556 1646
05-2 Cuatro dias después de TPA 119 1330 1282
05-3 Cuarenta y dos dias después de TPA 191 1429 1643
06-1 Antes de TPA 232 865 1221
06-2 Cuatro dias después de TPA 179 570 808
06-3 Cuarenta y dos dias después de TPA 49 429 537
07-1 Antes de TPA 10 988 1022
07-2 Cuatro dias después de TPA 7 570 598
07-3 Cuarenta y dos dias después de TPA 1 139 146
08-1 Antes de TPA 524 725 1332
08-2 Cuatro dias después de TPA 318 355 739
08-3 Cuarenta y dos dias después de TPA 241 527 858
09-1 Antes de TPA 442 1021 1479
09-2 Después de TPA 663 <2000 2920
10-1 Antes de TPA 407 328 778
10-2 Después de TPA 445 591 1077
11-1 Antes de TPA 40 322 373
11-2 Después de TPA 131 724 874
12-1 Antes de TPA 84 256 375
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12-2 Después de TPA 78 268 362

Como se puede ver en la Tabla 2, a continuacion, los resultados fueron similarmente inconsistentes en el cambio de
la carga viral con cinco pacientes que tienen un aumento en el VIH y ningun cambio ni reduccion en los otros siete.
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Tabla 2

Recuento de VIH en sangre de los doce pacientes antes, durante y después del tratamiento con TPA

Paciente n° Tiempo de ensayo Resultados Valor log Nota al pie
(copias/ml)
01-1 3 dias antes de TPA 3,36 x 10° 5,526
01-2 4 dias después de TPA inicial 1,41 x10* 6,151
01-3 15 dias después de TPA inicial 2,02 x 10* 4,306
01-4 25 dias después de TPA inicial 2,60 x 10* 4,416
02-1 3 dias antes de TPA 9,97 x 10* 4,999
02-2 4 dias después de TPA inicial 7,92 x 10° 6,899
02-3 15 dias después de TPA inicial 6,33 x 10° 6,801
02-4 25 dias después de TPA inicial 8,72 x 10° 6,941
03-1 3 dias antes de TPA 3,77 x 10° 5,577
03-2 4 dias después de TPA inicial 8,13 x 10* 4,910
03-3 15 dias después de TPA inicial 6,11 x 10° 3,786
03-4 25 dias después de TPA inicial 8,59 x 10° 5,934
04-1 3 dias antes de TPA 1,11 x 10° 6,045
04-2 4 dias después de TPA inicial 1,75x 107 7,243
04-3 15 dias después de TPA inicial 1,11 x 10° 6,614
04-4 25 dias después de TPA inicial 1,21 x 10* 4,084
05-1 3 dias antes de TPA 2,49 x 10* 6,637
05-2 4 dias después de TPA inicial 9,42 x 10° 5,974
05-3 15 dias después de TPA inicial 2,34 x 10’ 7,369
05-4 25 dias después de TPA inicial 5,56 x 10° 6,745
06-1 3 dias antes de TPA 4,57 x 10° 5,660
06-2 4 dias después de TPA inicial 1,44 x 10* 4,160
06-3 15 dias después de TPA inicial 1,88 x 10° 5,274
06-4 7 dias después de TPA 2,28 x 10° 6,357
07-1 3 dias antes de TPA 2,40x10° 5,623
07-2 4 dias después de TPA inicial 1,51 x 10° 5,179
07-3 15 dias durante TPA 9,74 x 10* 4,988
07-4 25 dias después de TPA inicial 5,30 x 10° 3,724
08-1 3 dias antes de TPA 8,02 x 10° 5,904
08-2 4 dias después de TPA inicial 9,09 x 10° 5,959
08-3 15 dias después de TPA inicial 5,46 x 10° 6,737
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08-4 25 dias después de TPA inicial 7,77 x 10° 6,890

09-1 3 dias antes de TPA indetectable

09-2 25 dias después de TPA indetectable

10-1 3 dias antes de TPA 1,51 x 10% 4,180 Muestra tomada del segundo
ciclo de tratamiento

10-2 25 dias después de TPA inicial 2,79 x 10* 4,446

111 3 dias antes de TPA 1,59 x 10° 5,201 Muestra tomada del segundo
ciclo de tratamiento

11-2 25 dias después de TPA inicial 1,25 x 10° 5,096

12-1 3 dias antes de TPA 1,32 x 10% 4,122 Muestra tomada del segundo
ciclo de tratamiento

12-2 25 dias después de TPA inicial 6,27 x 10° 3,798

A pesar de la falta de correlacion con los niveles virales y de los niveles de CD3, CD4 y CD9, once de los pacientes
mostraron una mejoria significativa después del tratamiento. Ocho pacientes se convirtieron en asintomaticos y cinco
de ellos han estado en remision durante 6 a 12 meses. Tres pacientes adicionales tuvieron una disminucién de los
sintomas.

Ejemplo IV
Segundo estudio clinico de pacientes VIH+ tratados con TPA

Se administro a nueve de los pacientes del Ejemplo Ill un segundo tratamiento de TPA. De estos nueve, siete eran
asintomaticos al comienzo del segundo ensayo. Se afiadié al estudio un décimo paciente (paciente n°® 2a) que era
sintomatico y que no habia sido tratado previamente con TPA. Se administr6 a cada paciente una dosis de TPA
ajustada al peso (75 pg/metros cuadrados) en 200 ml de solucion salina estéril por via intravenosa durante una hora.
Esta dosis le fue administrada a cada paciente una vez al dia durante diez dias consecutivos, seguido de un periodo
de descanso de diez dias durante tres ciclos y un total de 30 dosis de TPA. Los pacientes 5a, 6a y 8a dejaron de
tomar los farmacos anti-SIDA un mes antes de empezar el tratamiento con TPA y empezaron de nuevo un mes
después del tercer ciclo. Los pacientes 1-4a, 7a, y 9%-10a continuaron tomando los farmacos anti-SIDA a lo largo de
todo el tratamiento.

Se tomaron muestras de sangre tres dias antes de empezar el tratamiento, después de completar el primer ciclo de
10 dias de perfusion de TPA y de nuevo después de la ultima perfusion de TPA y se midieron las CD3, CD4, CDS8,
WBC, RBC, HGB vy las plaquetas.

Como se muestra en la Tabla 3, se produjo un aumento en CD3 en todos los pacientes después de la primera y
tercera perfusion con TPA apareciendo el valor mas alto después del tercer ciclo, con la excepcion de dos pacientes
(5a y 10a). Hubo una tendencia de aumento en CD8 y en CD4. Estos resultados sugieren un fortalecimiento de los
sistemas inmunitarios con el tratamiento con TPA. Se obtuvieron resultados variados en el recuento de VIH (Tabla
4). Las medidas de VIH en alguno de los pacientes estuvieron por debajo de los limites de deteccion del método
(menos de 200), mientras que aumento algo en otros. Hubo una variacién normal en la medida de WBC, RBC, HGB
y plaquetas (Tabla 5).
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Tabla 3

Resultados del recuento de CD4, CDg, CD3 de 10 pacientes de VIH

Paciente n° Tiempo del ensayo CD. CDs CDs3
01-1 Antes de TPA 5 576 1071
01-2 Después del primer ciclo de 10 dias de perfusion de TPA 7 907 1323
01-3 Después del tercer ciclo de 10 dias de perfusion de TPA 19 1129 2037
02a-1 Antes de TPA 26 307 339

02a-2 Después del primer ciclo de 10 dias de perfusién de TPA 76 335 476
02a-3 Después del tercer ciclo de 10 dias de perfusion de TPA 137 543 625
03a-1 Antes de TPA 295 571 870
03a-2 Después del primer ciclo de 10 dias de perfusién de TPA 460 729 1200
03a-3 Después del tercer ciclo de 10 dias de perfusion de TPA 1002 980 2033
04a-1 Antes de TPA 152 672 896
04a-2 Después del primer ciclo de 10 dias de perfusién de TPA 189 584 823
04a-3 Después del tercer ciclo de 10 dias de perfusion de TPA 205 916 1193
05a-1 Antes de TPA 92 1097 1175
05a-2 Después del primer ciclo de 10 dias de perfusién de TPA 91 1507 1598
05a-3 Después del tercer ciclo de 10 dias de perfusion de TPA 94 1127 1257
06a-1 Antes de TPA 230 378 669
06a-2 Después del primer ciclo de 10 dias de perfusién de TPA 285 429 758
06a-3 Después del tercer ciclo de 10 dias de perfusion de TPA 276 466 938
07a-1 Antes de TPA 567 1736 2258
07a-2 Después del primer ciclo de 10 dias de perfusién de TPA 729 >2000 3148
07a-3 Después del tercer ciclo de 10 dias de perfusion de TPA 786 >2000 3347
08a-1 Antes de TPA 361 569 1023
08a-2 Después del primer ciclo de 10 dias de perfusién de TPA 519 547 1143
08a-3 Después del tercer ciclo de 10 dias de perfusion de TPA 495 733 1295
09a-1 Antes de TPA 101 533 672
09a-2 Después del primer ciclo de 10 dias de perfusién de TPA 136 574 712
09a-3 Después del tercer ciclo de 10 dias de perfusion de TPA 100 1221 1317
10a-1 Antes de TPA 49 178 240
10a-2 Después del primer ciclo de 10 dias de perfusién de TPA 74 261 333
10a-3 Después del tercer ciclo de 10 dias de perfusion de TPA 63 208 308
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Tabla 4
Recuento de VIH en sangre de los diez pacientes antesc,j'durante y después de las tres perfusiones de TPA de diez
ias
Paciente n° Tiempo de ensayo Resultados (copias/ml) Valor log

01-1 3 dias antes del TPA 4,57 x 10° 6,660
01-2 después del primer ciclo de perfusion de TPA 2,99 x 10° 5,475
01-3 después del tercer ciclo de perfusion de TPA 9,41 x 10° 5,973
02a-1 3 dias antes del TPA 2,71x10° 5,433
02a-2 después del primer ciclo de perfusiéon de TPA 3,09x 10° 5,490
02a-3 después del tercer ciclo de perfusion de TPA 9,24 x 10° 5,966
03a-1 3 dias antes del TPA indetectable -
03a-2 después del primer ciclo de perfusiéon de TPA Inferior a 500 2,371
03a-3 después del tercer ciclo de perfusion de TPA 9,55 x 10° 3,980
04a-1 3 dias antes del TPA Inferior a 500 2,312
04a-2 después del primer ciclo de perfusiéon de TPA indetectable -
04a-3 después del tercer ciclo de perfusion de TPA 2,38 x 10° 3,376
05a-1 3 dias antes del TPA indetectable -
05a-2 después del primer ciclo de perfusion de TPA indetectable -
05a-3 después del tercer ciclo de perfusion de TPA indetectable -
06a-1 3 dias antes del TPA indetectable -
06a-2 después del primer ciclo de perfusiéon de TPA indetectable -
06a-3 después del tercer ciclo de perfusion de TPA indetectable -
07a-1 3 dias antes del TPA indetectable -
07a-2 después del primer ciclo de perfusiéon de TPA indetectable -
07a-3 después del tercer ciclo de perfusion de TPA indetectable -
08a-1 3 dias antes del TPA 1,13x 10* 4,054
08a-2 después del primer ciclo de perfusion de TPA 6,68 x 10° 4,825
08a-3 después del tercer ciclo de perfusion de TPA 6,20 x 10* 4,792
09a-1 3 dias antes del TPA 1,38 x 10° 5,139
09a-2 después del primer ciclo de perfusiéon de TPA 1,65 x 10° 5,217
09a-3 después del tercer ciclo de perfusion de TPA 2,35x 10° 5,371
10a-1 3 dias antes del TPA 7,20 x 10° 5,857
10a-2 después del primer ciclo de perfusion de TPA 2,82x 10° 5,450
10a-3 después del tercer ciclo de perfusion de TPA 1,86 x 10° 5,270
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Tabla 5
Hematograma en sangre periférica de los diez pacientes antes y después de los tres tratamientos de diez dias con
TPA
Paciente Tiempo de ensayo WBC RBC HGB (g/L) | PLt

n° (X10°%L) IX10"L) (X10%L)

01-1 Antes del TPA 2,3 2,55 92 199

01-2 Después de la primera perfusién de 10 4.4 2,61 99 325
dias de TPA

01-3 Después de la tercera perfusiéon de 10 6,1 2,91 102 182
dias de TPA

02a-1 Antes del TPA 5,7 2,44 114 227

02a-2 Después de la primera perfusién de 10 3,7 2,14 88 238
dias de TPA

02a-3 Después de la tercera perfusiéon de 10 11,1 2,52 100 124
dias de TPA

03a-1 Antes del TPA 7,8 4,04 147 309

03a-2 Después de la primera perfusién de 10 9,8 3,83 1,38 338
dias de TPA

03a-3 Después de la tercera perfusiéon de 10 13,6 4,54 140 549
dias de TPA

04a-1 Antes del TPA 3,9 3,34 127 232

04a-2 Después de la primera perfusién de 10 3,6 2,92 107 306
dias de TPA

04a-3 Después de la tercera perfusiéon de 10 9,2 2,85 105 105
dias de TPA

05a-1 Antes del TPA 5,1 3,54 146 243

05a-2 Después de la primera perfusién de 10 5,7 3,46 1,35 315
dias de TPA

05a-3 Después de la tercera perfusiéon de 10 10,1 3,61 144 130
dias de TPA

06a-1 Antes del TPA 5,0 4,21 171 198

06a-2 Después de la primera perfusién de 10 4,2 3,48 142 256
dias de TPA

06a-3 Después de la tercera perfusiéon de 10 6,5 3,66 154 169
dias de TPA

07a-1 Antes del TPA 6,6 3,62 102 306

07a-2 Después de la primera perfusién de 10 6,0 3,76 143 258
dias de TPA

07a-3 Después de la tercera perfusiéon de 10 6,0 3,92 123 293
dias de TPA

08a-1 Antes del TPA 3,1 4,03 125 116
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Tabla 5
Hematograma en sangre periférica de los diez pacientes antes y después de los tres tratamientos de diez dias con
TPA
Paciente Tiempo de ensayo WBC RBC HGB (g/L) | PLt
n° (X10°%L) IX10"L) (X10%L)
08a-2 Después de la primera perfusién de 10 4,3 3,86 128 221
dias de TPA
08a-3 Después de la tercera perfusiéon de 10 6,8 4,19 128 138
dias de TPA
09a-1 Antes del TPA 3,5 1,43 41 114
09a-2 Después de la primera perfusién de 10 2,6 1,99 57 214
dias de TPA
09a-3 Después de la tercera perfusiéon de 10 4.0 2,33 67 170
dias de TPA
10a-1 Antes del TPA 2,6 2,65 78 297
10a-2 Después de la primera perfusién de 10 2,9 2,58 92 187
dias de TPA
10a-3 Después de la tercera perfusiéon de 10 7,0 4,31 130 138
dias de TPA

De nueve pacientes previamente tratados con TPA en el primer estudio clinico, solamente uno (n° 9a) presentaba
algunos sintomas de SIDA antes del comienzo del segundo estudio clinico. Después del tratamiento con tres ciclos
de TPA en el segundo estudio, este paciente y otro (n° 2a), que nunca habia sido tratado con TPA, experimentaron
la desaparicion de los sintomas del SIDA y los dos llegaron a sentirse suficientemente bien como para reanudar sus
actividades normales. Los otros ocho pacientes comenzaron el estudio sin sintomas de SIDA y estaban libres de
sintomas al final del estudio. Todos los pacientes permanecen en observacion. El tratamiento con farmacos anti-
SIDA continda sin interrupcion.

Como se puede ver en la Tabla 4, se produjo un aumento en todos los pacientes en los niveles de CD3, CD4 y CD8
con los mas sorprendentes y constantes aumentos en los niveles de CD3. La carga viral de VIH varié. Fue
indetectable en tres pacientes (<200); aumenté ligeramente en otros seis y se redujo en uno.

Ejemplo V
Tercer estudio clinico de pacientes VIH+ tratados con TPA

Seis pacientes, dos varones y cuatro mujeres en edades entre 37 y 52 afios (Pacientes n° 13-18), fueron tratados
con TPA. Cuatro de estos pacientes recibieron previamente tratamiento con TPA en combinacién con farmacos anti-
VIH en los dos estudios clinicos previos. Los dos pacientes restantes no habian sido nunca tratados con TPA, pero
habian recibido previamente regimenes de farmacos anti-VIH. Todos los tratamientos se pararon tres dias antes de
la iniciacion del tercer estudio clinico y no se reanudaron hasta 60 dias después de completar el tratamiento con
TPA. La reanudacion de los tratamientos estandar para el VIH fue requerida por las autoridades de salud locales.

Cada paciente del estudio recibié 150 ug de TPA en 200 ml de solucién salina estéril por perfusion intravenosa
durante un periodo de 1,5 a 2 horas diarias durante 60 dias para una dosis total administrada de 9,0 mg. Después
de completar los 60 dias de tratamiento con TPA, estos pacientes se mantuvieron en observaciéon durante 60 dias
mas, aungue no recibieron ningun tratamiento adicional.

Los niveles de CD3, CD4 y CD8 en la sangre periférica se cuantificaron antes de iniciar el tratamiento, y de nuevo a
los 30 y 60 dias utilizando citometria de flujo y los anticuerpos apropiados obtenidos de BD Bioscience, San Diego,
CA. La carga viral se determin¢ utilizando métodos convencionales en Kuang Ann men Hospital, Beijing, China. Se
midieron también los niveles de RBC, WBC, hemoglobina y plaquetas de los pacientes.

Como se puede ver en la Tabla 6, la carga viral en los seis pacientes era o baja o indetectable al comienzo del
ensayo y se mantuvo baja durante todo el periodo de ensayo clinico a pesar de la interrupciéon del tratamiento
antirretroviral tradicional. Ademas, no hubo ninguin rebote en los niveles virales 6 a 15 dias después de la
interrupcién del tratamiento antirretroviral como se ha informado anteriormente que ocurre en los pacientes con una
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de CD3, CD4 y CD8 fueron variables y no concluyentes.

Tabla 6 - Estudio 3

Resultados de CD4, CDg, CD3 y carga de VIH de 6 pacientes

Paciente n° *tiempo de CD3 CD4 CD8 **VIH
ensayo (copias/ml)
13 1 3500 1135 >2000 Indetectable
2 2771 735 1938 0,533
3 2689 721 1897 0,133
14 1 1415 677 664 0,374
2 1522 613 796 0,353
3 902 369 485 0,038
15 1 759 9 542 0,533
2 1865 8 1408 1,99
3 2099 11 1507 Indetectable
16 1 1368 128 1166 Indetectable
2 1477 105 1318 1,28
3 1305 46 1220 0,012
17 1 428 95 297 0,002
2 594 112 424 0,152
3 317 31 246 0,056
18 1 1041 392 457 Indetectable
2 703 229 343 0,174
3 579 165 290 Indetectable

* Tiempo de ensayo
1 Antes de TPA, 2 treinta dias después de TPA, 3 sesenta dias después de TPA

** Todas las cifras estan en millones.

Los glébulos blancos (WBC), glébulos rojos (RBC), hemoglobina (Rb) y plaquetas (PLT) se midieron antes de
comenzar el tratamiento con TPA, 15, 30, 45 y 60 dias después de iniciar el tratamiento con TPA y 30 dias después
de parar el tratamiento con TPA. Como se puede ver en la Tabla 7, la mayor parte de los valores estaban dentro del
intervalo normal.

Los pacientes que participaron en el tercer estudio clinico no experimentaron ningun rebote de la carga viral como se
ve normalmente cuando se interrumpen las terapias antirretrovirales. Ellos, ademas, no tuvieron recurrencia de los
sintomas del SIDA durante el periodo de observacién y tratamiento de 120 dias, se sintieron normales y fueron
capaces de llevar a cabo sus actividades vitales habituales.
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Tabla 7 ---- Estudio 3

Perfil de la sangre periférica de 6 pacientes

Paciente n° *tiempo de WBC (X107/L) RBC /X10™/L) HGB (g/L) PLt (X10°/L)
ensayo
1 9 3,75 139 246
2 9 3,88 140 240
13 3 8,9 4,35 148 275
4 4,6 3,9 125 304
5 8,8 4,55 126 221
6 7.5 4,55 130 272
1 4,2 4,16 111 188
2 4,1 4,03 114 169
14 3 5,9 4,48 116 232
4 3,9 4,44 109 152
5 4.4 4,31 96 227
6 6,5 4.4 104 193
1 5,9 3,67 110 397
2 5 3,41 101 219
15 3 5,2 3,83 113 247
4 6,2 4,13 110 262
5 6,2 4,04 99 239
6 8,4 3,9 110 278
1 6 3,62 144 297
2 8,1 3,65 142 415
16 3 43 4,03 145 345
4 4,6 3,86 124 291
5 5,1 4,1 123 276
6 3,8 4,71 144 224
1 5,5 3,06 124 242
2 6,4 2,96 118 151
17 3 4 3,2 121 177
4 3,9 3,49 116 131
5 7.7 3,34 99 121
6 4,8 3,42 100 176
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Tabla 7 ---- Estudio 3

Perfil de la sangre periférica de 6 pacientes

Paciente n° *tiempo de WBC (X107/L) RBC /X10™/L) HGB (g/L) PLt (X10°/L)
ensayo
1 7.4 3,91 156 240
2 8,1 3,69 141 208
18 3 4,5 4,32 154 228
4 4,9 4,14 131 149
5 3,5 4,56 136 222
6 NA NA NA NA

* Tiempo de ensayo

1 Antes de TPA. 2 Quince dias después de TPA. 3 Treinta dias después de TPA. 4 Cuarenta y cinco dias después
de TPA. 5 Sesenta dias después de TPA. 6 Treinta dias después de parar el TPA.

Ejemplo VI
Estudios de casos

Resultados del tratamiento de los pacientes de SIDA inicialmente sintomaticos tratados con TPA segun los
protocolos de los ejemplos lll, IV y V. Los pacientes que participaron en estudios multiples estan identificados en
algunos casos por mas de un numero de paciente. Todos los numeros de identificacion de los pacientes
corresponden a los numeros de paciente de las Tablas 1-7.

Paciente n® 1y 15: H. L. Y., mujer, 35 afios, particip6 en los tres estudios clinicos, fue diagnosticada de SIDA y tenia
sintomas claros de esta enfermedad en 2003. En el momento en que comenzd el primer estudio, tuvo fiebre
frecuente, diarrea, lesiones orales, falta de apetito, pérdida de peso, pérdida de la visién del ojo izquierdo (formacion
de sincitios) y tos (tuberculosis). La paciente comenz6 a recibir medicamentos antivirales estavudina (Da4T),
lamivudina (3TC), nevirapina (NVP) y zidovudina (AZT) en 2004. A pesar de los farmacos anti-SIDA, ella tenia un
recuento de CD4 de 3 y era incapaz de realizar ningun trabajo fisico.

Durante el primer estudio siguiendo el protocolo del ejemplo lll, anterior, ella experimentd un aumento de la
temperatura corporal de 38-39 °C en cuatro ocasiones diferentes, que duré de 2 a 4 horas. Después del tratamiento
con TPA, se produjo una mejora gradual de los sintomas. Su apetito mejoré y la diarrea, lesiones orales, y la fatiga
desaparecieron, pero su vista siguio deteriorada. La paciente gano algo de peso e informé que estaba siendo capaz
de reanudar el trabajo doméstico. Ella sigue recibiendo terapia antiviral. Parece que no hay ninguna correlacion
entre la mejora de los sintomas y los cambios en sus niveles de CD3, CD4, CD8 y el recuento viral.

H. L. Y. particip6 en el segundo estudio descrito en el ejemplo IV, anterior. En el inicio del segundo estudio, ella no
tiene sintomas del SIDA. Durante este tratamiento posterior con TPA no experimentd ningun efecto adverso.
Después de los dos ciclos, primero y tercer ciclo de tratamiento con TPA, sus niveles de CD3, CD4, y CD8
aumentaron al igual que su recuento de glébulos blancos. Su recuento de VIH fue algo mas alto, pero ella es capaz
de funcionar normalmente y continua sin tener sintomas de SIDA.

H. L. Y. participo en el tercer estudio descrito en el ejemplo V, anterior. Al inicio del tercer estudio, seguia teniendo
problemas con su ojo. Durante el tercer estudio, experimento una fiebre de 38-38,5 °C durante el tercero y cuarto dia
de la perfusion de TPA. Los sintomas de SIDA no volvieron ni durante el estudio ni en el periodo de observacion de
60 dias. A excepcion de su vista, ella permanece libre de sintomas, se siente normal y es capaz de llevar a cabo
actividades normales. Ella reinici6 la terapia antiviral después de completar el periodo de observacion de 60 dias y
sigue estando bajo el cuidado de un médico.

Paciente n° 2: C.X., mujer, 49 afios, participd en el primer estudio clinico, fue diagnosticada de SIDA y tenia claros
sintomas de esta enfermedad en 2004. Tenia lesiones orales leves, fatiga, candidosis cutanea, fiebre y falta de
apetito. Algunos de estos sintomas eran debidos al herpes virus. Ella habia sido tratada con AZT, DDI y NVP, pero
el tratamiento con farmacos habia terminado debido a los efectos secundarios. Ella no recibié ningun farmaco
durante los 3 meses previos al tratamiento con TPA. Ella era hospitalizada con frecuencia y no podia trabajar. Su
recuento de CD4 antes del tratamiento era de 26.

Durante el tratamiento con TPA segun el protocolo del ejemplo lll, ella experimentd un aumento de la temperatura
corporal de 37,5 a 38 grados centigrados en tres ocasiones diferentes que durd 1-2 horas. Después del tratamiento
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con TPA, sus lesiones orales, candidosis cutanea y fiebre desaparecieron. Su apetito mejoré lo suficiente como para
que ganara peso Yy tuviera la energia suficiente para reanudar el trabajo doméstico. Ella permanecio libre de
sintomas durante cinco meses y no recibié ningin farmaco anti-SIDA durante este periodo. Parece que no hay
ninguna correlacion entre la mejoria de los sintomas y sus niveles de CD3, CD4, CD8 y el recuento viral.

Paciente n° 2a M.S., vardn, de 48 afios, participd solamente en el segundo estudio clinico, tenia fiebre frecuente,
diarrea, pérdida de peso, un sistema inmunitario débil, depresion severa y no podia trabajar.

Durante el tratamiento con TPA segun los protocolos del ejemplo IV, su temperatura corporal aumenté de 38,5 a 39
grados centigrados en cinco ocasiones durante 2 a 4 horas.

Después del tercer ciclo de tratamiento con TPA, la fiebre y la diarrea ya no fueron un problema. Sus recuentos de
células CD3, CD4 y CD8 tendieron al alza como lo hizo el recuento de glébulos blancos y el VIH. Su estado fisico y
mental volvid a la normalidad y es capaz de trabajar.

Paciente n° 3: Y.P., varén, 51 afios, participd solamente en el primer estudio clinico, fue diagnosticado de SIDA y
tenia claros sintomas de esta enfermedad en 2004. Sus sintomas principales eran diarrea, fatiga, pérdida de peso,
anemia y marcas purpura en la piel de ambas piernas; y sélo podia hacer un trabajo ligero. El estaba siendo tratado
con AZT, DDI y NVP, pero tuvo una anemia grave en la terminacion del tratamiento farmacolégico cuatro meses
antes de que se le administrara TPA. Su recuento inicial de CD4 fue de 32.

Durante el tratamiento con TPA segun el protocolo descrito en el ejemplo lll, experimenté un aumento de la
temperatura corporal de 38 a 39 °C en tres ocasiones que durd 1 a 2 horas. Después del tratamiento con TPA, tuvo
una marcada mejoria en sus sintomas y fue capaz de volver al trabajo que implicaba un trabajo pesado y lleva una
vida normal. El estuvo libre de sintomas durante cinco meses después de la terapia con TPA y no fue tratado con
farmacos antivirales durante este periodo. Parece que no hay ninguna correlacion entre los niveles de CD3, CD4, y
CD8 y la mejoria de los sintomas, pero hubo algin aumento en el recuento viral.

Paciente n° 4: L.W., varén, 34 afios, particip6 solamente en el primer estudio clinico, dio positivo para VIH y tenia
claros sintomas de esta enfermedad en 2004. Sus principales sintomas fueron diarrea, fiebre, pérdida de peso, tos
(tuberculosis), dilatacion de los ganglios linfaticos del lado derecho del cuello y era incapaz de trabajar. Su respuesta
inicial al tratamiento fue mala. El horario de la medicaciéon antiviral de 3TC, DDI y NVP era irregular y se paro
durante el tratamiento con TPA. Su recuento inicial de CD4 fue de 173.

Durante el tratamiento con TPA segun el protocolo del ejemplo Ill, experimenté un aumento de la temperatura
corporal de 38 a 39 °C en cinco ocasiones que durdé 0,5 a 1 horas. Después del tratamiento, el brote ocasional de
diarrea fue tratado satisfactoriamente con un farmaco anti-diarrea. Una mejora en el apetito tuvo como consecuencia
un aumento de peso y energia que dio como resultado su vuelta a un programa de trabajo regular. El ganglio
linfatico volvié a su tamafio normal. El sigue siendo tratado con farmacos antivirales. Parece que no hay ninguna
correlacion entre la mejoria de los sintomas, los niveles de CD3, CD4, CD8 y el recuento viral.

Paciente n° 5 y 3a: H.S., mujer, 37 afos, participd en los dos primeros estudios clinicos, dio positivo para el VIH y
tenia claros sintomas de la enfermedad en 2004. En el momento en que comenzé el primer estudio, sus principales
sintomas eran candidosis cutanea, pérdida de cabello, infeccion en la boca, pérdida de peso y fatiga. Ella estaba
siendo tratada con D4T, DDI, y NVP, pero el tratamiento se interrumpié debido a la pérdida de la funcién renal. Ella
tenia un recuento inicial de CD4 de 106, pero podia realizar un trabajo regular.

Durante el tratamiento con TPA segun el protocolo del ejemplo Ill, experimenté en aumento en la temperatura
corporal de 37,5 a 38 °C en cinco ocasiones que duré de 0,5 a 1,0 horas. Después del tratamiento con TPA, no
aparecioé ninguna mejoria de los sintomas. El tratamiento con farmacos anti-virales se reanudé sin retorno de los
efectos secundarios anteriores y la intensidad de sus sintomas se redujo después de un mes. Este tratamiento se
contintia y ella ha vuelto al trabajo. Parece que no hay ninguna correlacion entre la mejoria de los sintomas y los
cambios en los niveles de CD3, CD4, CD8 o el recuento de VIH.

En el momento del segundo estudio, ella no tenia sintomas de SIDA y no sufrié ningun efecto adverso durante el
curso del tratamiento descrito en el ejemplo IV. Después del segundo estudio, sus niveles de CD3, CD4 y CD8
tuvieron una tendencia al alza al igual que su recuento de leucocitos y niveles de plaquetas. Su recuento de VIH fue
inicialmente indetectable, pero aumentd después del tercer ciclo de tratamiento. En la actualidad es capaz de
trabajar.

Paciente n® 6, n° 4a, y n° 17: H. S. C., varon, 36 afios, participo en los tres estudios clinicos, dio positivo para el VIH
y tenia claros sintomas, pero leves, en el afio 2004. En el momento en que comenz6 el primer estudio, €él sufria
mareos, dolor de cabeza, falta de apetito y un aumento de la sensibilidad a las infecciones del tracto respiratorio
superior, pero fue capaz de trabajar regularmente como obrero. El estaba siendo tratado con farmacos antivirales
AZT, DDI y NVP, pero termind su uso debido a reacciones adversas. Su nivel de CD4 inicial fue de 232.

Durante el tratamiento con TPA segun el protocolo del ejemplo lll, el paciente no experimenté ningdn aumento de la
temperatura corporal o cualquier otro efecto secundario. Después del tratamiento, sus sintomas se mantuvieron sin
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cambios y aparecié una reduccion en las plaquetas no relacionada con el tratamiento con TPA. El paciente continué
siendo tratado con farmacos antivirales y es capaz de trabajar como antes. Parece que no hay ninguna correlacion
entre la mejora de los sintomas y los niveles de CD3, CD4, CD8 y la carga viral.

En el momento del segundo estudio, el paciente no tenia sintomas y su sistema inmunitario parecia que estaba
funcionando normalmente. Durante el segundo estudio seguin el ejemplo IV, no volvid a sufrir ningin efecto
secundario del tratamiento con TPA. Su recuento de CD3, CD4, CD8 aument6 algo como también su recuento de
glébulos blancos. La carga viral fue indetectable inicialmente, pero aumentd después del tercer ciclo de tratamiento.
Sin embargo, él no tiene ningln sintoma de SIDA y ha vuelto al trabajo.

Al inicio del tercer estudio clinico, el paciente no tenia sintomas. Durante el tratamiento con TPA segun el protocolo
del ejemplo V, experimentd un incidente de irritacion local debido a una aguja de fugas el dia 32, pero fue tratado
satisfactoriamente en tres dias. El permanece asintomético, se siente normal, y es capaz de hacer trabajo pesado.
Comenzo la terapia antiviral después de la finalizacion de los periodos de observacion de 60 dias y permanece bajo
el cuidado de un médico.

Paciente n°® 7, n° 16 y n° 5a: H. C. L., vardn, 49 afios, particip6 en los tres estudios clinicos, dio positivo para el VIH y
tenia claros sintomas de la enfermedad en 2004. Sus principales sintomas en el momento del primer estudio eran
pérdida de peso, candidosis cutanea, fatiga, falta de apetito y tos (tuberculosis), pero él era capaz de hacer un
trabajo ligero. El paciente fue tratado simultaneamente con D4T, DDI, NVP y medicacion antituberculosa. Su
recuento inicial de CD4 era de 10.

Durante el tratamiento con TPA segun el protocolo descrito en el ejemplo lll, experimenté un aumento de la
temperatura corporal a 38 °C en dos ocasiones acompafiadas de mareo leve y dolor de cabeza. Después del
tratamiento, sus sintomas se mantuvieron sin cambios y la terapia antiviral se reanudé un mes mas tarde. Con el
tiempo, su nivel de la tos, apetito y energia mejoré y es capaz de trabajar. Continué tanto la medicacion antiviral
como la medicacién anti-tuberculosis. Parece que no hay ninguna correlacién entre la mejoria de los sintomas y los
niveles de CD3, CD4, CD8 o la carga viral.

En el momento de la segunda investigacion clinica, el paciente no tenia sintomas de SIDA y su sistema inmunitario
parecia que funcionaba normalmente. No sufri6 efectos adversos del tratamiento con TPA durante la segunda
investigacion clinica. Después del tratamiento, su nivel de CD4 se mantuvo sin cambio, pero sus niveles de CD3 y
CD8 tendieron al alza al igual que su recuento de glébulos blancos. Su carga viral era indetectable. No ha tenido
ningun sintoma de SIDA y ha vuelto a trabajar.

Al comienzo de la tercera investigacion clinica, el paciente no tenia sintomas del SIDA. Durante el tratamiento segun
el protocolo descrito en el ejemplo V, sufrié de fiebre en una ocasion. El permanece asintomatico, se siente normal, y
es capaz de hacer trabajo pesado. Ha vuelto a los farmacos antivirales después de la finalizacién del periodo de
observacion de 60 dias y sigue estando bajo el cuidado de un médico.

Paciente n° 8, n° 6a, y 18: Y. X. O., mujer, 36 afios, participd en los tres estudios clinicos, dio positivo por VIH en
2004. Su principal sintoma en el momento del primer estudio era un aumento de la sensibilidad a la infeccién del
tracto respiratorio superior. Fue tratada con AZT, DDI y NVP. Al inicio del estudio, su nivel de CD4 fue de 524 y la
paciente podia realizar un trabajo regular.

Durante el tratamiento con TPA segun el protocolo del ejemplo Ill, experimenté un aumento de la temperatura
corporal a 38,5 °C en una ocasién que duré cuatro horas. Después del tratamiento, la frecuencia de sus resfriados
disminuy6 y no tenia otros sintomas. Ella continué siendo tratada con farmacos antivirales y es capaz de trabajar.
Parece que no hay ninguna correlacién entre la mejoria de los sintomas y sus niveles de CD3, CD4, CD8 o la carga
viral.

En el momento de la segunda investigacion clinica, la paciente no tenia sintomas de SIDA y su sistema inmunitario
parecia que funcionaba normalmente. Durante el segundo estudio, segun los protocolos del ejemplo IV, su
temperatura corporal de nuevo se elevé a 38,5 grados centigrados durante dos horas en una sola ocasion. Después
del tratamiento, sus niveles de CD3 y CD8 aumentaron algo, mientras que su CD4 y recuento de glébulos blancos
se mantuvieron sin cambios. Su carga viral es indetectable. Ella parece normal y es capaz de trabajar en tareas
fisicamente exigentes.

En el momento de la tercera investigacion clinica la paciente estaba libre de sintomas. Los Unicos efectos
secundarios del tratamiento segun el protocolo del ejemplo V fue fiebre de 38-39 °C en el segundo dia del
tratamiento, que durd dos horas y la irritacion de la piel por una aguja de fugas el dia 36 que se aclaré en dos dias.
Ella permanece libre de sintomas, se siente normal y es capaz de hacer trabajo pesado. Ella ha reiniciado la terapia
antiviral después de la finalizacion del periodo de observacion de 60 dias y sigue estando bajo el cuidado de un
médico.

Paciente n® 9 y n° 7a: C. T. F., varén, 44 afos, participd en los dos primeros estudios clinicos, dio positivo para el
VIH y tenia claros sintomas de la enfermedad en 2004. Sus sintomas al inicio del primer estudio incluyeron diarrea
persistente, mareos, dolores de cabeza, falta de apetito, pérdida de peso y fatiga. El tuvo una respuesta positiva al
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tratamiento con AZT, DDI y NVP y el recuento de VIH en la sangre estaba cerca del limite mas bajo. A pesar de la
respuesta positiva, sus sintomas persistieron y el paciente ingresé en el hospital debido a la diarrea que persistio
durante 20 dias. Estaba muy deprimido e incapaz de hacer ningun trabajo.

Durante el tratamiento con TPA segun el protocolo del ejemplo Ill, experimenté un aumento de la temperatura
corporal de 37,5 a 38 °C en seis ocasiones que duré 2 a 4 horas. Una aguja de fugas caus6 una seria irritacion de la
piel durante una administraciéon de TPA, pero fue tratada satisfactoriamente. Después de ocho tratamientos con
TPA, el mareo leve y el dolor de cabeza persistieron, pero la incidencia de diarrea empezé a disminuir y su apetito
mejoré. Una semana mas tarde, su diarrea habia desaparecido por completo y tenia un apetito normal. El fue capaz
de volver a trabajar y esta recibiendo terapia con farmacos antivirales. Parece que habia una tendencia al alza de los
niveles de CD3, CD4 y CD8 y el recuento de VIH era indetectable.

En el momento de la segunda investigacion clinica, el paciente no tenia sintomas de SIDA y su sistema inmunitario
parecia estar funcionando normalmente. Durante el tratamiento con TPA segun el protocolo del ejemplo 1V, no sufrid
ningun efecto adverso. Después del tratamiento, sus niveles de CD3, CD4 y CD8 aumentaron algo, mientras que su
recuento de glébulos blancos se mantuvo sin cambios. Su recuento de VIH contintia siendo indetectable. El es
capaz de hacer un trabajo fatigoso.

Paciente n°® 10 y n° 8a: W. F. W., mujer, 47 afos, participé en los dos primeros estudios, dio positivo para el VIH y
tenia claros sintomas de la enfermedad en 2003. Sus sintomas al inicio del primer estudio incluyeron baja
temperatura corporal, diarrea, bajo recuento de plaquetas, tos con sangre, deposiciones sanguinolentas, mareos,
dolor de cabeza, falta de apetito, pérdida de peso, fatiga con candidosis cutanea leve y depresion profunda. Ella fue
hospitalizada en una ocasién durante dos meses debido a las deposiciones sanguinolentas. Estaba muy deprimida y
no podia trabajar. Ella no respondié positivamente al tratamiento con AZT, DDI y NVP y sus sintomas no estaban
bajo control.

Durante su primer tratamiento con TPA segun el protocolo del ejemplo Ill, experimentdé un aumento en la
temperatura corporal a 38,5 °C en una ocasién que durd 4 horas. Después de tratamiento con TPA, sus mareos,
dolor de cabeza y diarrea disminuyeron gradualmente. Finalmente, su apetito condujo a un aumento de peso y una
mejora en su nivel de energia. Su recuento de plaquetas aumenté de 30.000 a 110.000 por microlitro y la candidosis
cutanea y la diarrea fueron eliminadas. Ella fue capaz de trabajar de nuevo y fue tratada con farmacos antivirales.
Ella tenia fiebre y diarrea de vez en cuando que fue capaz de controlar con farmacos.

Seis meses mas tarde ella sufria dolores de cabeza y mareos leves y fue sometida a un segundo tratamiento con
TPA. Durante su segundo tratamiento con TPA, experimentd un aumento de la temperatura corporal de 37,5 a 38 °C
en cinco ocasiones que dur6 de 2 a 4 horas. Veinte horas después de la 132 inyeccion de TPA, su temperatura
alcanzo 40,5 grados centigrados y duro varias horas. Se llegé a la conclusién de que el aumento de temperatura no
estaba relacionado con la terapia de TPA.

Después de su segundo tratamiento con TPA, sus sintomas desaparecieron, su apetito mejoré y la paciente gané
peso, lo que le permitié recuperar su energia, volver a trabajar y llevar una vida normal. Ella estuvo libre de sintomas
durante un afio y ha tenido algunos resfriados en los primeros seis meses después del segundo tratamiento con
TPA. Parece que hay una tendencia ascendente para los niveles de CD3, CD4, y CD8 y los recuentos de VIH.

En el momento del segundo ensayo clinico segun el protocolo del ejemplo 1V, esta paciente continud sin presentar
sintomas de SIDA y su sistema inmunitario parecié que funcionaba normalmente. Ella no sufrié efectos adversos
durante el tratamiento. Después del tratamiento, sus recuentos de CD3, CD4 y CD8 aumentaron algo al igual que su
WBC. El recuento de VIH aument6 algo. Desde los estudios, ella ha estado sana y comprometida con un trabajo
laborioso.

Paciente n°® 11 y 9a: C. T. L., mujer, 40 afos, participd en los dos primeros estudios, fue diagnosticada con SIDA y
tenia claros sintomas de esta enfermedad en 2003. En el inicio del primer estudio tenia diarrea persistente,
temperatura corporal baja, lesiones orales, candidosis severa de la piel, prurito, manchas moradas en la cara y
labios, mareos, dolor de cabeza, falta de apetito y fatiga y depresién. Ella respondié deficientemente al tratamiento
de AZT, 3TC y NVP. Sus sintomas no estaban bajo control y no podia trabajar. Su recuento inicial de CD4 fue de 40.

Durante su primer tratamiento con TPA, experimentd un aumento de la temperatura corporal de 38 a 39 °C en cuatro
ocasiones que duré de 2 a 4 horas. Ella tuvo dificultad para respirar en dos ocasiones que duré de 20 a 30 minutos
cada una.

Después de la sexta dosis de TPA, su candidosis cutanea empezo6 a desaparecer y al terminar el tratamiento con
TPA, los mareos, dolor de cabeza, fiebre y candidosis cutanea estaban mejorando y gradualmente se
desvanecieron. Su apetito, estado fisico y depresion mejoraron lo suficiente como para que volviera al trabajo.

Esta paciente tuvo un segundo tratamiento con TPA 18 meses mas tarde debido a la reaparicion de sintomas leves,
incluyendo candidosis cutanea suave, diarrea y mareos. Durante este segundo tratamiento, ella experimentd un
aumento de la temperatura corporal de 37,5 a 38 °C tres veces que duraron 2 a 4 horas. No hubo otras reacciones
adversas. Después del tratamiento con TPA, sus sintomas desaparecieron por completo y su estado fisico mejoré lo
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suficiente como para permitirle regresar al trabajo. Ella ha estado sin sintomas durante un afio y rara vez ha tenido
un resfriado. Parece que hay una tendencia al alza en los niveles de CD3, CD4, y CD8, pero su recuento de VIH no
cambio.

En el momento del segundo estudio clinico segun el protocolo del ejemplo 1V, esta paciente presenté sintomas del
SIDA, incluyendo dolor de cabeza, mareos, falta de apetito y una funciéon inmunitaria débil. Ella no sufrié efectos
adversos durante el tratamiento. Después del tratamiento, sus niveles de CD3 y CD8 aumentaron mientras que su
recuento de CD4 se mantuvo sin cambio. Su recuento de VIH aumenté ligeramente pero no se observaron otros
cambios. Su estado mental y fisico ha mejorado considerablemente y esta haciendo un trabajo fisico fatigoso.

Paciente n® 12 y n° 10a: C. C. L., mujer, 39 afios, particip6 en los dos primeros estudios, fue diagnosticada de SIDA
y tenia claros sintomas de esta enfermedad en 2003. En el inicio del primer estudio ella tenia temperatura corporal
baja persistente, candidosis cutanea, mareos, dolor de cabeza, falta de apetito, lesiones orales, fatiga y depresion
profunda. Ella fue tratada con AZT, 3TC y NVP, pero tuvo pobres resultados y era incapaz de trabajar. Su recuento
inicial de CD4 era de 84.

Esta paciente fue tratada con TPA dos veces durante el periodo de marzo 2005 a marzo 2006. Durante el primer
tratamiento con TPA, ella experimenté un aumento de la temperatura corporal de 38 a 38,5 °C en ocho ocasiones
que durd 2 a 4 horas. Ella experimenté dificultad para respirar en una ocasiéon durante 15 minutos y sufrié una
irritacion de la piel debido a una aguja de fugas.

Después de la séptima inyeccion, sus lesiones orales desaparecieron. Una vez finalizadas todas las inyecciones,
todos los sintomas desaparecieron y su estado fisico mejoro lo suficiente como para que volviera al trabajo.

Seis meses mas tarde, esta paciente se volvia a tratar con TPA debido a la vuelta de diarrea ligera y mareos. Ella
experimentd un aumento en la temperatura corporal de 37,5 a 38 °C en seis ocasiones asociada con la
administracion de TPA que duré de 2 a 6 horas. A partir de la octava inyeccion, la dosis se aumentd de
aproximadamente 150 ug a 250 ug de TPA. No aparecieron efectos adversos. Tras la finalizacion de la terapia de
TPA, todos sus sintomas desaparecieron. Su estado fisico se restablecio a su estado normal y ella regresé al trabajo
y ha tenido una vida normal. Ella ha estado libre de sintomas durante un afio y rara vez tiene un resfriado. No hubo
cambios en los niveles de CD3, CD4 o CD8, pero su recuento de VIH aumenté.

En el momento del segundo estudio clinico, esta paciente no tenia sintomas de SIDA a pesar de que tenia un
sistema inmunitario debilitado. Ella se tratd segun el protocolo del ejemplo IV y no sufrié ningin efecto adverso.
Después del tratamiento, hubo ligeros aumentos en sus niveles de CD3, CD4 y CD8, y modestos aumentos en
WBC, RBC y HGB, mientras que las plaquetas parece que disminuian. El recuento de VIH se redujo un poco. Ella ha
estado sana y comprometida con un trabajo fisico fatigoso desde su tratamiento.

Paciente n° 13: L.F.L., mujer, 53 afios, fue diagnosticada de SIDA en 2004, particip6é solamente en el tercer estudio
clinico. Ella se presentd con sintomas leves de falta de apetito y pérdida de peso. Los farmacos antivirales a largo
plazo fueron eficaces y causaron que su recuento de virus disminuyera por debajo de niveles detectables y que los
recuentos de CD3, CD4 y CD8 aumentaran a un nivel alto. Ella no tenia sintomas antes del tratamiento con TPA'y
no tenia efectos secundarios debidos a su administracion. Ella permanece libre de sintomas, se siente normal, y es
capaz de llevar a cabo actividades normales. La paciente ha reiniciado la terapia con farmacos antivirales después
de la finalizacion del periodo de observacion de 60 dias.

Paciente n° 14: K. S. M., mujer, 45 afos, fue diagnosticada de SIDA en 2004, participd solamente en el tercer
estudio clinico. Sus sintomas fueron leves y consistieron en falta de apetito y resfriados frecuentes. Ella habia sido
tratada con farmacos antivirales, pero paré debido a toxicidad hepatica grave. Ella no tenia sintomas previos al
tratamiento con TPA y el Unico efecto secundario del TPA fue la irritacion debida a una aguja de fugas el dia 43 que
fue tratada facilmente. No hubo sintomas de SIDA durante todo el periodo de tratamiento y observacion. La paciente
se siente normal y es capaz de realizar sus actividades habituales. Después de la terminaciéon del periodo de
observacion de 60 dias, dejo el estudio y no reanudo la terapia antiviral.

Ejemplo VII
Tratamiento de las neoplasias malignas recidivantes/refractarias con TPA

Los pacientes con neoplasias malignas hematologicas recidivantes/refractarias  histolégicamente
documentadas/trastornos de la médula dsea se tratan con una combinacion de TPA (Xichuan Pharmaceuticals, Nan
Yang, Henan, China), dexametasona y trisalicilato de colina y magnesio. Métodos comparables a los que se
exponen a continuacion para demostrar el uso terapéutico del TPA en el tratamiento de la leucemia mielégena
aguda (AML) se aplicaran para demostrar el uso del TPA para tratar otras afecciones neoplasicas y neoplasias
malignas. Otras afecciones neoplasicas y trastornos malignos susceptibles de tratamiento utilizando los métodos y
composiciones de la invencion incluyen diversas formas de cancer, incluyendo las neoplasias malignas de la sangre
y huesos y loa tumores solidos de varios tipos. En adicion a los protocolos especificos de esta memoria, el
tratamiento y/o remision satisfactorios sera determinado para diferentes afecciones neoplasicas y malignas
objetivos, utilizando cualquiera de una amplia variedad de métodos bien conocidos de deteccion y evaluacion del
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cancer - por ejemplo mediante la determinacion de la reducciéon de tamafo de los tumores solidos, estudios
histopatologicos para evaluar el crecimiento del tumor, la fase, el potencial metastasico, la presencia/niveles de
expresion de marcadores histolégicos de cancer, etc.

La AML es una enfermedad agresiva que, generalmente justifica una terapia urgente e intensiva. La edad media de
los pacientes en el momento del diagndstico de AML es 64-68 afios de edad, y los pacientes mayores de 60 afios
tratados con quimioterapia estandar se curan de su enfermedad < 20 % del tiempo. Los pacientes que desarrollan
AML después de un trastorno hematoldgico antecedente o quimioterapia leucomogénica/radioterapia anterior, tienen
similarmente pobres resultados, al igual que los pacientes cuya enfermedad esta asociada con caracteristicas
citogenéticas y clinicas adversas especificas. Por lo tanto, la mayor parte de los pacientes diagnosticados con AML
tienen caracteristicas de los pacientes y/o relacionadas con la enfermedad que se asocian con un prondstico muy
malo. Para los pacientes con enfermedad recidivante, ninguna terapia estandar de no trasplante ha demostrado
capacidad de curacion. Para estos pacientes, la AML es a menudo una enfermedad mortal. Se necesitan nuevas
estrategias para el tratamiento de la AML.

Empleando los métodos y composiciones descritos en la presente memoria, se desarrolld6 TPA como un agente
terapéutico para el tratamiento de pacientes con AML, basandose en el nuevo papel de TPA en la modulacién de las
rutas de sefializacion intracelular, en la capacidad del mismo para inducir la diferenciacion y/o apoptosis en las
lineas celulares, y en los datos clinicos que indican la eficacia de TPA en el tratamiento de trastornos neoplasicos y
malignos, incluyendo las neoplasias malignas mieloides.

Hasta ahora la evaluacion clinica del TPA ha demostrado que el TPA ejerce efectos terapéuticos citotdxicos directos
en al menos un subconjunto de casos de AML, medido por los ensayos de viabilidad celular y de apoptosis. En todos
los cultivos primarios analizados por andlisis de Western, el TPA indujo fuertemente la fosforilaciéon de ERK en 1
hora en cultivo. El efecto citotoxico de TPA sobre las células primarias de A.ML se asocia con la subsiguiente
pérdida de la sefial de pro-supervivencia fosfo-ERK después de 24 horas de exposicion ex vivo. Esta observacion
concuerda con otros estudios que informaron de la disminucién de la supervivencia de AML primaria después de la
interrupcion farmacolodgica de la sefalizacion de ERK por los inhibidores de MEK, tales como PD98059, U0126 y
PD184352. En los estudios de esta memoria, la pérdida de la sefializacion de ERK se asocié con la inducciéon de
fosfatasas ERK.

En adicién a activacion de la proteina cinasa C y la ERK, el TPA es un inductor conocido de NF-kB, un factor de
transcripcion pro-supervivencia a menudo constitutivamente activo en los blastos de AML y las células madre
leucémicas. Un trabajo reciente de nuestro laboratorio ha demostrado que las células NF-kB de AML se pueden
inhibir in vivo con 48 horas de tratamiento con dexametasona + trisalicilato de colina y magnesio (CMT). Ademas, se
ha demostrado que la dexametasona puede inducir la expresion de la fosfatasa MKP-1 ERK y mejorar la
citotoxicidad de TPA sobre muestras de AML primarias. En este contexto, se ha elegido en realizaciones a modo de
ejemplo a continuacion, utilizar dexametasona y CMT como medicaciones adyuvantes a utilizar 24 h pre-tratamiento
y 24 h post-tratamiento con TPA. Estas medicaciones son bien toleradas y se prevé que reducen los efectos
adversos inflamatorios de tratamiento y mejoran la citotoxicidad del TPA aumentando la expresion de la fosfatasa
ERK e inhibiendo NF-kB. Ademas, la dexametasona y CMT seran utilizadas como medicaciones adyuvantes porque
son anti-inflamatorias, pueden mejorar los efectos adversos, y pueden mejorar la actividad anti-leucémica mediante
la inhibicion de los efectos anti-apoptoticos de la expresion de NF-kB constitutiva y la induccion de fosfatasas que
disminuyen la actividad de la ruta de sefalizacion.

Un estudio inicial de Fase 1 de TPA incluyé 35 pacientes [23 con AML recidivante/refractaria, 2 con otras neoplasias
mieloides (crisis blastica de CML, mielodisplasia con exceso de blastos), 3 con enfermedad de Hodgkin, 3 con
linfoma no Hodgkin y 4 con tumores sdlidos]. La mayor parte de los pacientes tenia AML recidivante/refractaria. Los
resultados clinicos incluyen un paciente de AML con enfermedad estable durante > 5 meses, que recibié 8
perfusiones de TPA. En un segundo paciente con AML, se vio una disminucién pronunciada (5 veces) en el nimero
de blastos circulantes después de la administracion de TPA. Esta disminucién de los blastos leucémicos persistié
durante 4 semanas, y el paciente finalmente murié a causa de una infeccion fungica. Finalmente, un paciente con
enfermedad de Hodgkin recidivante y refractaria a pesar de la quimioterapia en dosis altas con rescate de células
madre autdlogas tuvo una remision parcial de la masa de la pared toracica después de la administracion de TPA. Se
ha completado el escalado de la dosis de TPA, en la ultima cohorte 2 de 3 pacientes tratados con una dosis de
0,188 mg/m? los dias 1-5, 8-12 experimentaron toxicidades no hematoldgicas de grado Il limitantes de la dosis
(DLT), estableciendo la dosis maxima tolerada de TPA como agente tnico en 0,125 mg/m?/d los dias 1-5 y 8-12.

En el caso de la AML y otras neoplasias malignas hematoldgicas, los pacientes reciben una dosis inicial de TPA de 1
mg/semana x 3 semanas (dias 1, 8, 15) administrada con oximetria continua/intermitente a pulsos durante 6 horas.
Veinticuatro horas antes de la iniciacion de la terapia de TPA, los pacientes reciben 10 mg de dexametasona cada
seis horas y 1500 mg de trisalicilato de colina y magnesio (CMT) cada ocho horas continuando hasta 24 horas
después de la administracion de TPA. Después de la administracién de la dosis inicial de TPA, los pacientes tienen
un periodo de dos semanas de descanso, tras el cual pueden ser reevaluados. Aquellos pacientes que tienen una
respuesta o estabilizacién de la enfermedad desde la dosis inicial de TPA son tratados durante seis ciclos, como
maximo, de veintiocho dias segun el protocolo que sigue.
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Después del periodo de descanso de dos semanas, los pacientes son pre-medicados con Tylenol 650 mg y
Benadryl 25-50 mg (dependiendo del tamafio y la edad del paciente) treinta minutos antes de la administracion de
TPA. A continuacion, se les administra una perfusion intravenosa de TPA a través de un catéter venoso central
diariamente durante 5 dias a la semana durante dos semanas consecutivas, seguido por un periodo de descanso de
2 semanas. Se administra el TPA a una dosis de 1 mg en 200 ml de solucién salina normal durante 1 hora.
Veinticuatro horas antes de la iniciacion de la terapia de TPA, los pacientes reciben 10 mg de dexametasona cada
seis horas y 1500 mg de trisalicilato de colina y magnesio continuando cada ocho horas hasta 24 horas después de
la administracion de la TPA.

Los niveles sanguineos de TPA se miden antes y después de la perfusidon utilizando un bioensayo que mide la
actividad de diferenciacion extraible por un disolvente organico. Se extrae 1 ml de sangre dos veces con 5 ml de
acetato de etilo, redisolviendo el residuo de extraccion en 50 pyL de etanol y la adicién de una alicuota de células
HL60. Después de 48 horas, se miden las células adherentes.

Los tests se llevan a cabo también en muestras de sangre tomadas antes y después de la perfusion con TPA para
determinar los niveles de glébulos blancos, plaquetas y neutréfilos. Las muestras se analizan, ademas, en cuanto a
la presencia de mieloblastos y bastones de Auer. Estos experimentos continuos aclararan adicionalmente el efecto
terapéutico citotoxico y otros efectos que provoca el TPA frente a las células neoplasicas en AML y otras afecciones
neoplasicas y malignas.

Ejemplo VIl
Medida de la modulacién de la activacion de ERK

Los niveles de fosfato ERK se miden en las células malignas circulantes en pacientes con leucemia y en las células
mononucleares de sangre periférica en pacientes con linfoma/tumor sélido. Se toma una muestra de sangre de los
pacientes tratados segun el protocolo del ejemplo VII, tanto antes como después de la administracion de TPA.

En los pacientes de leucemia con un WBC = 1000 por L, se realiza la citometria de flujo en una muestra de sangre
utilizando anticuerpos especificos de antigenos de la superficie celular y anticuerpos especificos de fosfo-ERK
directamente conjugados con fluoréforos (BD Biosciences, San Jose, CA). Se toman muestras pre-administracion de
TPA y una hora después de la perfusion de TPA los dias 1, 2 y 11 en el tratamiento inicial segun el protocolo del
ejemplo VIl y los dias 1 y 11 en los ciclos posteriores. En los pacientes de leucemia con un ndmero blastico
leucémico absoluto = 2500 por uL, y en otros pacientes no leucémicos, se toman muestras de sangre periférica los
dias 1, 8 y 15 del ciclo inicial segun el protocolo del ejemplo VIl antes de la perfusién y 1 y 4 horas después de la
perfusion. Se analizan también las muestras utilizando analisis de transferencia de Western para fosforo-ERK, y los
niveles totales de ERK1/2 para confirmar los resultados obtenidos de la citometria de flujo y correlacionarlos con las
respuestas clinicas.

Los analisis anteriores aclararan adicionalmente el papel de TPA en el tratamiento de las afecciones neoplasicas y
malignas, incluyendo el efecto citotoxico de TPA sobre las células malignas, ejemplificado por las células de AML
primarias, y la reduccion asociada por el TPA de la sefial pro-supervivencia de fésforo-ERK.

Ejemplo IX
Medida de la modulaciéon de NF-kB

En estudios anteriores se ha demostrado que la actividad de NF-kB se puede modular en los pacientes después de
la administracion de TPA con dexametasona. Ademas, se ha demostrado que la dexametasona induce la expresion
de la fosfatasa MKP-1 ERK y mejora la citotoxicidad del TPA. Los siguientes estudios estan disefiados para dilucidar
adicionalmente como se modula de forma terapéutica la actividad de NF-kB en los pacientes tratados con TPA mas
dexametasona.

Se mide la unién de NF-kB en muestras de sangre periférica de pacientes en la linea base y antes y después de la
perfusion de los pacientes tratados con TPA segun el ejemplo VIl utilizando ensayos basados en ELISA (BD
Bioscience, San José, USA). Los niveles de NF-kB se cuantifican utilizando la intensidad de quimioluminiscencia
para detectar la unién en cantidades limitantes de extracto celular utilizando un formato de 96 pocillos. Ademas, los
ensayos de cambio de movilidad electroforética se realizan para medir la unién de NF-kB en muestras de sangre
periférica de pacientes de leucemia con un ndmero absoluto de blastocitos leucémicos > 2500 por pl y otros
pacientes no leucémicos con recuentos normales de glébulos blancos.

Los estudios anteriores indican ademas que PA es un inductor de NF-kB, sin embargo, estos experimentos
demuestran que las células NF-kB de AML pueden ser inhibidas con tratamiento con dexametasona y trisalicilato de
colina y magnesio.

Ejemplo X
Determinacion de los cambios en la expresion génica leucémica
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El TPA induce los niveles de RNA de varias fosfatasas de especificidad dual capaces de terminar la sefializacion de
la ruta ERK pro-supervivencia. Una muestra de sangre tomada pre y post perfusién de los pacientes con AML
tratados con TPA segun el ejemplo VIl se utiliza para estudiar la expresion de RNA de los componentes de
sefializacion de AML, tales como los DUSPs especificos de MAPK utilizando RT-PCR cuantitativa en tiempo real y
analisis de microarrays de oligonucleotidos.
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REIVINDICACIONES

1. El éster de forbol de la féormula Il:

Foérmula Il

0 una de sus sales, isdbmeros, enantiomeros, solvatos, hidratos, o polimorfos farmacéuticamente aceptables, para
uso en la prevencion o tratamiento de la infeccion por VIH en un mamifero.

2. El uso de un éster de forbol de la férmula Il:

Foérmula Il

o una de sus sales, isdmeros, enantidmeros, solvatos, hidratos, o polimorfos farmacéuticamente aceptables, en la
fabricacién de un medicamento para prevencién o tratamiento de la infeccion por VIH en un mamifero.

3. El uso segun las reivindicaciones 1y 2, en donde el éster de forbol de la férmula Il se administra con al menos un
anti-retroviral secundario u otro agente terapéutico adyuvante que es eficaz en una formulacién de combinacién o
régimen de tratamiento coordinado.

4. El uso segun la reivindicacion 3, en donde al menos un anti-retroviral secundario u otro agente terapéutico
adyuvante se selecciona del grupo que consiste en: inhibidores de la proteasa, nucledsidos inhibidores de la
transcriptasa inversa, no nucleédsidos inhibidores de la transcriptasa inversa, farmacos de combinacién, inhibidores
de la entrada y de la fusion, aciclovir, adefovir dipivoxil, aldesleucina, anfotericina B, azitromicina, hidroxiapatita de
calcio, claritromicina, doxorubicina, dronabinol, entecavir, epoetina alfa, etopdsido, fluconazol, ganciclovir,
inmunoglobulinas, interferon alfa-2, isoniazida, ribavirina, rifabutina, rifampicina, somatropina, testosterona,
trimetrexato, valganciclovir; inhibidores de la integrasa, microbicidas, e IL-2.

5. El uso segun las reivindicaciones 1 y 2, en donde dicha cantidad eficaz comprende entre aproximadamente 10 y
1500 ug de dicho éster de forbol o compuesto derivado de la férmula Il, en dias alternos.

6. Una composicion para uso en la prevencion o alivio del VIH en un mamifero, comprendiendo la composicién una
cantidad eficaz de un éster de forbol de la formula Il, o una de sus sales, isémeros, enantidmeros, solvatos, hidratos,
o polimorfos farmacéuticamente aceptables:
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Foérmula Il
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