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DESCRIPCION
Terapia del cancer
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la terapia del cancer. En particular, la presente invencién se refiere a
un método de prevencion, tratamiento o inhibicién del desarrollo de tumores o metastasis en un sujeto y a un
inmunomodulador para el uso en tal terapia, en combinacién con un inhibidor de mTOR.

Antecedentes de la invencion

En los ultimos afos se viene observando que las respuestas inmunes desempefian un papel central en la biologia
del cancer eliminando muchos tumores en un estadio muy temprano y manteniendo en un estado de equilibrio
aquellos que se resisten a la eliminacion total, a veces durante muchos afios (Dunn et al, Annu Rev Immurol 2004;
22:329-360). La salida final de esta fase de equilibrio con manifestacion clinica de la enfermedad se asocia con
respuestas inmunes alteradas, que se manifiestan, por ejemplo, como inflamacién crénica o inmunosupresion. La
fuerte y creciente evidencia de que el sistema inmunitario esta implicado criticamente en el desarrollo, la naturaleza
estructural y la progresion del cancer ha llevado a un renovado interés en estrategias inmunoterapéuticas para el
tratamiento de esta clase de enfermedades. Hasta la fecha, la mayoria de los intentos de desarrollar tales
estrategias se han basado en el uso de antigenos obtenidos a partir del propio tumor del paciente o de lineas
celulares tumorales y la transferencia de poblaciones expandidas ex vivo de células citotoxicas especificas de
antigeno tumoral y células presentadoras de antigeno.

El cancer se ha asociado con la inflamacion desde 1863, cuando Rudolf Virchow descubrié leucocitos en tejidos
neoplasicos y asi hizo la primera conexion entre inflamacion y cancer (Balkwill et al, Lancet 2001; 357:539-545).
Desde entonces, se ha considerado que la inflamacion crénica es un factor de riesgo para el cancer. Estos informes
demuestran que un ambiente inflamatorio predispone al desarrollo del tumor y es consecuente con lo observado en
los sitios del tumor. Sin embargo, la relacion del cancer con la inflamacion no se limita al inicio de la enfermedad
debido a inflamacion crénica. Schwartsburd (Cancer Met Rev 2003; 22:95-102) propuso que la inflamacion crénica
se produce debido al estrés en el ambiente del tumor y que esto genera un escudo contra el sistema inmunitario. Se
ha demostrado recientemente que el microambiente tumoral se asemeja a un sitio de inflamacién, con soporte
significativo para la progresion del tumor, a través de quimiocinas, citocinas, linfocitos y macréfagos que contribuyen
tanto a neovascularizacion como a dilatacion vascular para aumentar el flujo sanguineo, a inmunosupresion
asociada con la enfermedad maligna y a metastasis tumoral. Ademas, este microambiente generado por el tumor en
el sitio de la inflamacion, aparte de su importante funcién como escudo protector contra el sistema inmunitario y en la
promocion de la progresion del cancer, tiene un efecto adverso sobre el éxito de los tratamientos actuales contra el
cancer.

Ademas, las células cancerosas metastasicas salen del tumor como microcolonias, que contienen linfocitos y
plaquetas, asi como células tumorales. La inflamacion sigue desempefiando una funcién en los sitios metastasicos
creando un entorno de citoquinas propicio para el crecimiento tumoral.

La homeostasis inmunolégica consiste en una interaccion estrictamente regulada de sefales pro-y anti-inflamatorias.
Por ejemplo, la pérdida de las sefiales antiinflamatorias conduce a inflamacion cronica y a sefializacion proliferativa.
Curiosamente, en el sitio del tumor se producen citoquinas que tanto promueven como suprimen la proliferacion de
las células tumorales. Como en el caso de la iniciacion del cancer, es el desequilibrio entre los efectos de estos
diversos procesos lo que da como resultado la promocién del tumor.

Se cree que, para tratar el cancer, el tipo de respuesta inmune mas efectiva es de Tipo 1, que favorece la induccion
de respuestas celulares Th1 CD4+ y de respuestas CTL CD8+. En el contexto de la inmunoterapia contra el cancer,
se pueden utilizar inmunoestimulantes, que promueven el desarrollo de respuestas Th1. Por ejemplo, BCG (Bacilo
Calmette-Guerin), una cepa atenuada de Mycobacterium. bovis, , desarrollada como vacuna contra la infeccion por
M. tuberculosis, es también utilizada para el tratamiento de otras condiciones, tales como carcinoma de vejiga y
melanoma cutaneo. La instilacién intravesical de BCG para el carcinoma de células transicionales superficiales de la
vejiga se considera actualmente un tratamiento de primera linea para esta enfermedad. Aunque las complicaciones
graves con BCG intravesical son poco corrientes, éstas pueden ocurrir en individuos y pueden extenderse desde
sintomas locales a hepatitis, neumonitis, sepsis, y muerte. SRL-172 es una preparacion de M. vaccae matadas por
calor, un miembro del mismo género que el BCG, pero con propiedades inmunoldgicas adicionales, ya que induce
tanto inmunorregulacion de las respuestas Th2 como efectos potenciadores de Tipo 1.

Hasta la fecha, una barrera importante para los intentos de desarrollar una inmunoterapia eficaz contra el cancer ha
sido la incapacidad para romper la inmunosupresion en el sitio del cancer y restaurar los mecanismos normales de
reactividad inmunitaria. El enfoque fisiolégico de la inmunoterapia es normalizar la reactividad inmunitaria de modo
que se reconocerian los antigenos tumorales endégenos y se desarrollarian respuestas citoliticas eficaces contra las
células que llevan estos antigenos.
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Las respuestas inmunes contra el cancer que acomparian la accion de la quimioterapia y la radioterapia se han
revisado con detalle y muestran que tales respuestas son criticas para el éxito terapéutico eliminando células
cancerosas residuales y manteniendo micrometastasis en estado de latencia Zitvogel et al, J Clin Invest
2008;118:1991-2001) . Sin embargo, esta referencia deja claro que no hay una estrategia inmunoterapéutica simple
disponible para potenciar consistentemente tales respuestas inmunes.

Se han hecho esfuerzos en la técnica para proporcionar terapia ablativa combinada con quimioterapias para el
tratamiento de tumores. Los documentos WO02000064476 y US20050187207 describen el uso de un
inmunoadyuvante en combinacién con terapia fotodinamica para el tratamiento de tumores metastasicos. Estos
documentos describen que el inmunoadyuvante comprende esqueletos de pared celular micobacterianos y lipido A
3-O-desacilado y se administra por inyeccion en el tumor. Castano et al (Nat Rev Cancers 2006; 6:535), Korbelik et
al (J Photochem Photobiol 1998; 44:151) and Korbelik el al (J Photochem Photobiol 2001; 73:403) también describen
el tratamiento de tumores usando una combinacion de terapia fotodinamica y la administracion de extracto de pared
celular micobacteriana como un inmunoadyuvante. Las paredes celulares de micobacterias contienen compuestos
tales como dimicolato de trehalosa y muramil dipéptido que son inmunoestimuladores conocidos. Los extractos de
paredes celulares de micobacterias utilizados en las terapias combinadas de la técnica anterior también suscitan
citoquinas proinflamatorias, especies de nitrdgeno reactivo y reclutan leucocitos que estan asociados con patologias,
que incluyen pérdida de peso debido a la caquexia mediada por TNF-a, con lipemia asociada, hipoglucemia y
peritonitis con isquemia y lesiones hemorragicas en el tracto gastrointestinal. Por lo tanto, las terapias combinadas
de la técnica anterior pueden exacerbar la respuesta inflamatoria y tener efectos secundarios graves.

El documento EP2085466 describe el concepto de administrar microorganismos vivos atenuados junto con un
farmaco para cancer, p.ej. rapamicina. Los microorganismos atenuados deben conservar la capacidad de infectar
macrofagos, con el fin de inducir la apoptosis en los macréfagos.

El documento W02006/109300 describe el uso de componentes micobacterianos para tratar células del donante
antes o después del aislamiento de las células del donante para la readministracién a un paciente. La intencion es
tratar las células del donante para disminuir el efecto de la enfermedad injerto contra huésped.

Un objetivo de la presente invencién es resolver los problemas asociados con las terapias de combinacién para
tumores observados en la técnica anterior y, especificamente, proporcionar un tratamiento para canceres
secundarios formados por metastasis de un cancer primario lejos del sitio del cancer pimario.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona un método eficaz para tratar y/o prevenir el cancer empleando un inhibidor de
mTOR que actua sinérgicamente con un Mycobacterium de célula entera. Por lo tanto, la presente invencion
proporciona una terapia de combinaciéon de un inhibidor de mTOR con un tipo especifico de inmunoterapia. Los
inventores han encontrado que la combinacién de ambas terapias es sinérgica mas alla de los efectos aditivos
simples de cada terapia utilizada individualmente.

En un primer aspecto de la invencion, hay un Mycobacterium de célula entera para utilizar en el tratamiento de una
enfermedad neoplasica en combinaciéon con un inhibidor de mTOR, en donde el Mycobacterium es un
Mycobacterium no patdégeno matado por calor.

En un segundo aspecto de la invencién hay un método para prevenir, tratar, reducir, inhibir y/o controlar una
neoplasia, tumor o cancer primario, en un sujeto, en donde dicho método comprende administrar al sujeto
simultaneamente, por separado o secuencialmente, una cantidad terapéuticamente eficaz de (i) un inhibidor de
mTOR, y (ii) un Mycobacterium de célula entera.

En un tercer aspecto de la invencion hay un método para prevenir, tratar, reducir, inhibir y/o controlar la formacion o
establecimiento de metastasis de una neoplasia, tumor o cancer primario en uno o mas sitios distintos de una
neoplasia, tumor o cancer primario, en donde dicho método comprende administrar al sujeto simultaneamente, por
separado o secuencialmente, una cantidad terapéuticamente eficaz de (i) un inhibidor de mTOR, y (ii) un
Mycobacterium de célula entera, en donde el Mycobacterium es un Mycobacterium no patégeno matado por calor.

Por lo tanto, la presente invencidon proporciona una terapia de combinacion de un inhibidor de mTOR junto con un
tipo especifico de inmunoterapia. Los inventores han encontrado que la combinacién de ambas terapias es sinérgica
mas alla de los efectos aditivos simples de cada terapia utilizada individualmente.

Descripcion de los dibujos
La invencion se describe con referencia al siguiente dibujo, en el que:

La figura 1 muestra el efecto de IMM-101 con o sin coadministracion de rapamicina, sobre la supervivencia en un
modelo de cancer pancreatico espontaneo en ratones (ratones KC) después de la inyeccion ortotopica de células
KPC.
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Descripcion detallada de la invencién

» o« » ok

Los términos “tumor”, “cancer”, “neoplasia” y “enfermedad neoplasica” se utilizan indistintamente y se refieren a una
célula o poblacion de células cuyo crecimiento, proliferacion o supervivencia es mayor que el crecimiento,
proliferacion o supervivencia de una célula homéloga normal, p.ej. un trastorno diferenciador o proliferativo celular.
Tipicamente, el crecimiento es incontrolado. El término “malignidad” se refiere a invasion de tejido cercano. El
término “metastasis” se refiere a la propagacion o diseminacion de un tumor, cancer o neoplasia a otros sitios,
lugares o regiones dentro del sujeto, en los que los sitios, localizaciones o regiones son distintos del tumor primario o
cancer.

El término “mTOR” se refiere a la serina-treonina quinasa conocida como Diana de Rapamicina en Células de
Mamifero, por sus siglas en inglés. En la actualidad existen dos formas reconocidas de sefializacién multi-molecular
de mTOR, complejo 1 de mMTOR (mTORC1) y complejo 2 de mTOR (mTORC2).

El término inhibidor tiene su significado convencional tal como se utiliza en la técnica, es decir, una entidad que es
capaz de unirse a una enzima y disminuir la actividad de la misma. Preferiblemente, el inhibidor de mTOR es capaz
de unirse al mismo, y prevenir o prevenir sustancialmente la formaciéon de mMTORC1 a partir de sus componentes
constituyentes, con el fin de suscitar una reduccion en la actividad de mTORCH1; el inhibidor de mTOR también
puede ser capaz de unirse a mTORC2 con los mismos efectos. Mas preferiblemente, se selecciona el inhibidor de
mTOR de: sirolimus, everolimus, ridaforolimus, temsirolimus o metformina, o una sal, solvato, hidrato,
estereoisdmero, clatrato, profarmaco, analogo o variante derivada de los mismos farmacéuticamente aceptable y/o
combinaciones de los mismos. Lo mas preferiblemente, el inhibidor de mTOR es sirolimus, o un derivado del mismo
como se ha enumerado anteriormente.

Como se utiliza en la presente invencion, los términos "paciente" y/o "sujeto” se pueden utilizar indistintamente.

La administracion "simultanea", como se define en la presente invencion, incluye la administracion de
Mycobacterium y del inhibidor de mTOR con una diferencia de aproximadamente 2 horas o aproximadamente 1 hora
0 menos entre si, incluso mas preferiblemente al mismo tiempo.

La administracion “separada”, como se define en la presente invencion, incluye la administracion de Mycobacterium
y del inhibidor de mTOR, con una diferencia de mas de aproximadamente 12 horas, o aproximadamente 8 horas, o
aproximadamente 6 horas o aproximadamente 4 horas o aproximadamente 2 horas de diferencia.

La administracion "secuencial", como se define en la presente invencion, incluye la administracion del
Mycobacterium y del inhibidor de mTOR cada uno en multiples alicuotas y/o dosis y/o en ocasiones separadas.
Opcionalmente, se administra antes el Mycobacterium y se sigue administrando al sujeto después de la
administracion del inhibidor de mTOR. Alternativamente, se contintia aplicando el Mycobacterium al sujeto después
del tratamiento para la regresion del tumor.

La via de la diana de rapamicina en células de mamifero (mMTOR) es un regulador crucial del crecimiento y la
proliferacion celular y la investigacion en este area ha revelado que la alteracion de mTOR tiene una funcion clave
que desempefiar en varios tipos de cancer. mTOR parece desempefiar una funcién central en la sefalizacion
causada por nutrientes y mitdgenos tales como factores de crecimiento para regular la traduccion. ElI conocimiento
de la ciencia detras del papel de mTOR como regulador de muchos procesos celulares y su potencial como diana
terapéutica ha abierto posibilidades de tratamiento en varios tipos de cancer. mTOR es una serina-treonina quinasa
de 290 KDa que regula tanto el crecimiento celular como la progresion del ciclo celular a través de su capacidad
para integrar las sefiales de los estimulos de los nutrientes y del factor de crecimiento. mTOR, un miembro de la
superfamilia de las quinasas (PIKK) relacionada con fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), esta compuesta por 2549
aminoacidos que se agrupan en dominios altamente conservados. El mTOR es una quinasa intracelular que controla
la produccién de proteinas a través de efectos en la maquinaria de traduccion de mRNA. Estas proteinas incluyen
componentes importantes de varios procesos criticos para el metabolismo celular, crecimiento celular, division
celular y respuestas a estrés celular tales como hipoxia o dafio del ADN.

mTOR detecta las condiciones de crecimiento dentro del ambiente celular y ayuda a las células a responder a los
cambios en este entorno. Un mTOR activo coordina una respuesta en el crecimiento celular directamente a través
de sus efectos sobre los reguladores del ciclo celular e indirectamente manteniendo el suministro de nutrientes en la
célula a través de la produccion de transportadores de nutrientes y en el ambiente de la célula a través de la
promocién de la angiogénesis. La activacion de mTOR significa un punto de decisién que tiene en cuenta la
disponibilidad de los materiales basicos necesarios para el crecimiento celular (p. €j., aminoacidos, glucosa, energia)
y las sefales reguladoras del crecimiento de otras células y tejidos (p. €j., hormonas, factores de crecimiento)
mientras se monitorizan las condiciones de estrés celular (p. €j., hipoxia, dafio del ADN, choque térmico, pH externo,
estrés osmoético, estrés oxidativo). De esta manera, la célula esta protegida de sefiales fuera de la célula para crecer
y proliferar que se originan cuando el suministro de nutrientes y energia dentro de la célula no son suficientes para
soportar el esfuerzo.
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Aguas arriba en las vias promotoras del crecimiento hay moléculas criticas que convergen en mTOR, que a menudo
estan alteradas de alguna manera en el cancer. Varias mutaciones encontradas en el cancer producen sefiales
inapropiadas que activan el interruptor de mTOR, impulsando el crecimiento y la proliferacion de la célula cancerosa.

mTOR detecta la disponibilidad de nutrientes (p. €j., trifosfato de adenosina (ATP), glucosa, aminoacidos, colesterol
y hierro) y consolida esta informacién con la sefializacion del factor de crecimiento a través de la via
PI3K/Akt/complejo de esclerosis tuberosa (TSC). Un mTOR activado modula la velocidad de sintesis de proteinas
para ARNm selectos mediante fosforilacion de la proteina de traduccion S6 quinasa (S6K) y de la proteina 1 de
union a 4E (4E-BP1). La activacion de mTOR aumenta los efectores aguas abajo que estimulan el crecimiento
celular y la angiogénesis y regulan el metabolismo celular.

Una forma primaria en la que mTOR ejerce sus efectos regulatorios sobre la proliferacién celular es controlando la
produccion de ciclina D1. Las ciclinas son proteinas que regulan la actividad de enzimas llamadas quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) a través del punto de restriccion critico G1-S del ciclo celular, que a su vez regulan
el paso de las células. Recientemente, la ciclina D1 se ha demostrado que desempefia un papel en la transcripcion
de genes, el metabolismo celular y la migracién celular.

La sobreexpresion de ciclina D1 ha sido asociada con un numero de canceres que incluyen cancer de mama, cancer
de colon, cancer de proéstata, linfoma, y melanoma.

Las mutaciones en el complejo de esclerosis tumoral (TSC1 o TSC2) también pueden conducir a la sobreactivacion
de mTOR. Esta sobreactivacion provoca proliferacion celular alterada y tumores multisistémicos en pacientes con
TSC. Se ha observado una mayor activacion de mTOR, como se evidencia por hiperfosforilacion de proteinas de
sefializacion aguas abajo, en lesiones relacionadas con TSC.

mTOR desempefia una funcién clave en la angiogénesis, es decir, la formacion de nuevos vasos sanguineos para
proporcionar oxigeno y nutrientes a las células en crecimiento y division. MTOR aumenta la traduccion del factor
inducible por hipoxia 1 (HIF-1)/factor inducible por hipoxia 2 (HIF-2). Los factores de transcripcion HIF impulsan la
expresion de los genes de respuesta al estrés hipdxico, que incluyen el factor de crecimiento angiogénico, tal como
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas 3 (PDGF-B) y el
factor de crecimiento transformante a (TGF-a).

Se ha demostrado que los niveles incrementados de HIF-1 a y HIF-1 B se correlacionan con el aumento de la
mortalidad en varios tipos de tumores, que incluyen cancer de cuello uterino, cancer de mama, carcinoma pulmonar
no microcitico, cancer de ovario, cancer de cabeza y cuello y tumores del estroma gastrointestinal. Ademas, la
pérdida de la proteina Von Hippel-Lindau (VHL), que también da como resultado un aumento de los niveles de HIF-
1a, es una causa primaria de muchos casos de carcinoma de células renales (RCC), y también ha estado implicada
en el cancer de pancreas y en tumores neuroendocrinos (NETSs).

La investigacion bioenergética ha demostrado que mTOR juega un papel clave en la regulacion del metabolismo
celular. mTOR aumenta la expresion superficial de las proteinas transportadoras de nutrientes. Un aumento en estas
proteinas da como resultado una mayor absorcién de aminoacidos y otros nutrientes por la célula, dando lugar a un
adecuado soporte de nutrientes para el crecimiento celular anormal y la supervivencia. Ademas, el mMTOR activado
de forma anormal puede dar a las células cancerosas una ventaja de crecimiento competitivo incrementando la
produccion de las enzimas nucleares necesarias para la glucolisis, lo que permite a las células cancerosas sobrevivir
y crecer incluso bajo condiciones de hipoxia.

Hay varias lineas de evidencia de que la actividad de mTOR desempefia una funcién en la supervivencia celular. La
mayor parte de esta investigacion ha revelado que la inhibicion de mTOR aumenta la sensibilidad a las vias de
muerte celular; sin embargo, hay también evidencia emergente de que la activacién de mTOR puede desempefar
una funciéon promoviendo la supervivencia celular a través de la activacion de proteinas antiapoptépicas que
contribuyen a la progresion del tumor.

La sobreactivacion de mTOR debido a la alteracion de vias aguas arriba, que conduce a actividades anormales en la
progresion celular, la angiogénesis, el metabolismo celular y la apoptosis, ha estado implicada en diversos tipos de
cancer.

Carcinoma de células renales

mTOR controla la produccion de HIF-1a, una proteina importante en carcinoma de células renales (RCC), donde su
actividad alterada esta causalmente relacionada con la patogénesis de la enfermedad. mTOR regula la produccion
de varios factores de crecimiento angiogénicos en RCC. mTOR puede controlar la capacidad de las células
neovasculares para responder a factores de crecimiento. mTOR controla el crecimiento celular y la division celular
en RCC y en células de la microvasculatura tumoral, y a menudo se altera en el cancer renal por defectos de
sefializacion aguas arriba de mTOR en la via PI3K/AkKmTOR. mTOR regula la absorcién de nutrientes y el
metabolismo celular y contribuye a los cambios metabdlicos caracteristicos en RCC.

Tumor neuroendocrino (NET)
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Varios cambios moleculares importantes en NETs implican la via mTOR. Se ha observado frecuentemente en NETs
una mayor sefalizacion de factores de crecimiento, especificamente, sefalizacion el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) aguas arriba de mTOR. Ademas, se cree que
la secrecién de insulina esta implicada en la activacion autécrina de mTOR en tumores de células beta pancreaticas.
mTOR se activa por muchas mutaciones génicas asociadas con NETs (delecion de la linea germinal del gen VHL).
mTOR dirige el suministro de nutrientes a las células cancerosas mediante la regulacion de la angiogénesis. Los
NETs son muy vasculares. La expresién de VEGF se ha observado en el 80-86% de los tumores carcinoides
gastrointestinales y de las células de los islotes pancreaticos.

Cancer gastrico

El mTOR se activa en 60-80% de adenocarcinomas gastricos y se expresa en estadios tempranos y avanzados de
la enfermedad, tanto en los subtipos difusos como intestinales, y en las células tumorales que invaden los canales
linfaticos. La via de mTOR es activada por receptores de multiples factores de crecimiento, especificamente, el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el receptor de factor de crecimiento epidérmico humano 2
(HER2), el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1R), que se sobreexpresan en muchos
tumores gastricos. mMTOR regula la produccion de factores angiogénicos (VEGF/VEGFR) que promueven la
formacion de nuevos vasos y predicen un mal resultado en pacientes con cancer gastrico. mTOR regula la absorcion
de nutrientes y el metabolismo celular y contribuye a los cambios metabdlicos caracteristicos en el cancer. El HIF-1a
se expresa en la mayoria de los canceres gastricos, y la expresion de HIF-1a en el borde del tumor invasor se
asocia con enfermedad en estadio avanzado, metastasis ganglionares y mala supervivencia.

Cancer de mama

La sefializacion de mTOR es fundamental en la patogénesis del cancer de mama. La sefializacion de mTOR puede
estar relacionada con la activacion del receptor de estrogenos (ER) y la hipersensibilidad de estrégenos adaptativa.
La sefializacion de la via de mTOR se aumenta en células tumorales HER2+ resistentes a la terapia endocrina. La
activacion de mTOR predice un peor resultado clinico para los pacientes tratados con terapia endocrina. mTOR
controla el suministro de nutrientes a las células cancerosas regulando la absorciéon de nutrientes, el metabolismo
celular y la angiogénesis.

Carcinoma hepatocelular (HCC)

La sefalizacion dependiente de mTOR es activa en 25-45% de HCC. La activacion se correlaciona con una
supervivencia global mas corta; la activacion de mTOR es un predictor independiente de recurrencia después de la
cirugia. mTOR regula la produccién de factores angiogénicos. Los altos niveles de VEGF se han asociado con la
proliferacion de células tumorales, la mala encapsulacién de los nédulos tumorales, la invasiéon venosa, el grado mas
alto, y un mal pronéstico después de la reseccion. La activacion de mTOR a través de la via PI3K/Akt se asocia con
aumento de la expresion de factores de crecimiento como el EGF, TGF-a, IGF, y el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) que promueven la proliferacion y la supervivencia de células HCC.

Linfoma

Aproximadamente 85% de linfoma no Hodgkin (LNH) proviene de células del linaje de células B. La sefializacion de
mTOR se activa en lineas celulares de linfoma de Hodgkin y en tumores primarios. La sobreexpresion de ciclina D1
es un rasgo caracteristico de los linfomas de células del manto. La sobreexpresion de PI3K y Akt se observa con
frecuencia en varios linfomas de células B.

En un aspecto de la presente invencion, el Mycobacterium de célula entera es matado por calor. Ejemplos de
especies micobacterianas para uso en la presente invencion incluyen M. vaccae, M. thermoresistibile, M. flavescens,
M. duvalii, M. phlei, M. obuense, M. parafortuitum, M. sphagni, M. aichiense, M. rhodesiae, M. neoaurum, M.
chubuense, M. tokaiense, M. komossense, M. aurum, M indicus pranii, M. tuberculosis, M. microti, M. africanum; M.
kanasii, M. marinum; M. simiae; M. gastrii M. nonchromogenicum; M. terrae; M. trivale; M. gordonae; M.
scrofulaceum; M. paraffinicum; M. intracellulare; M. avium; M. xenopi; M ulcerans; M. diernhoferi, M. smegmatis; M.
thamnopheos; M. flavescens; M. fortuitum; M. peregrinum; M. chelonei; M. paratuberculosis;, M. leprae; M.
lepraemurium y combinaciones de las mismas.

El Mycobacterium matado por calor no es patégeno. El Mycobacterium matado por calor no patdégeno es
preferiblemente seleccionado de M. vaccae, M. obuense, M. parafortuitum, M. aurum, M. indicus pranii, M. phlei y
combinaciones de los mismos. Mas preferiblemente el Mycobacterium matado por calor no patégeno es una variante
rugosa. La cantidad de Mycobacterium administrada al sujeto es suficiente para suscitar una respuesta inmune
protectora en el sujeto de tal manera que el sistema inmunitario del sujeto es capaz de aumentar una respuesta
inmune eficaz contra el cancer. En ciertas realizaciones de la invencion, es preferible que se administre una dosis
particular de Mycobacterium y/o un esquema de dosificacion a un sujeto. Asi, en ciertas realizaciones de la
invencion, se proporciona un medio de contencion que comprende la cantidad eficaz de Mycobacterium matado por
calor para uso en la presente invencién, que tipicamente puede ser de 10% a 10" organismos, preferiblemente de
10*a 10" organismos, mas preferiblemente de 10% a 10" organismos, e incluso mas preferiblemente de 10% a 10°
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%anlsmos La cantidad eficaz de Mycobacterlum matado por calor para uso en la presente |nvenC|on puede ser de
10° a 10" organlsmos preferlblemente de 10 a10" organlsmos mas preferiblemente de 10° a 10'° organismos, e
incluso mas preferiblemente de 10° a 10° organlsmos Lo mas preferlblemente la cantidad de Mycobacterium
matado por calor para su uso en la presente invencion es de 10" a 10° celulas u organlsmos Tipicamente, la
composicion segun la presente invencion se puede administrar a una dosis de 10® a 10° células para uso humano y
animal. Alternativamente, la dosis esta entre aproximadamente 0,01 mg a 1 mg o entre aproximadamente 0,1 mg a 1
mg en peso de organismos, presentada o bien como una suspensiéon o como una preparacion seca. M.vaccae y M.
obuense son particularmente preferidas.

M. vaccae y M. obuense inducen una respuesta inmunitaria compleja en el huésped. El tratamiento con estas
preparaciones estimulara la inmunidad innata y de tipo 1 (Th1), que incluye la activacion de los macréfagos y la
actividad de las células citotoxicas. También regulan el descenso de forma independiente de las respuestas de Th2
inapropiadas a través de mecanismos inmunorreguladores. Esto restaura el equilibrio saludable del sistema
inmunitario.

La presente invencién se puede utilizar para tratar una enfermedad neoplasica. Como se utiliza en la presente
invencion, "tratamiento" abarca prevencion, reduccion, control y/o inhibicion de una enfermedad neoplasica. Tales
enfermedades incluyen un sarcoma, carcinoma, adenocarcinoma, melanoma, mieloma, blastoma, glioma, linfoma o
leucemia. Los canceres ilustrativos incluyen carcinoma, sarcoma, adenocarcinoma, melanoma, neural (blastoma,
glioma), mesotelioma y trastornos neoplasicos reticuloendoteliales, linfaticos o hematopoyéticos (por ejemplo,
mieloma, linfoma o leucemia). En aspectos particulares, una neoplasia, tumor o cancer incluye un adenocarcinoma
de pulmén, carcinoma de pulmoén, carcinoma gastrico difuso o intersticial, adenocarcinoma de colon,
adenocarcinoma de prostata, carcinoma de esofago, carcinoma de mama, adenocarcinoma de pancreas,
adenocarcinoma de ovario, adenocarcinoma de la glandula suprarrenal, adenocarcinoma uterino o del endometrio.

Las neoplasias, tumores y canceres incluyen tipos benignos, malignos, metastasicos y no metastasicos, e incluyen
cualquier estadio (1, II, lll, IV o V) o grado (G1, G2, G3, etc.) de neoplasia, tumor o cancer o una neoplasia, tumor,
cancer o metastasis que esta progresando, empeorando, estabilizado o en remision. Los canceres que se pueden
tratar segun la invencion incluyen, pero no se limitan a, células o neoplasmas de la vejiga, sangre, hueso, médula
6sea, cerebro, mama, colon, eséfago, gastrointestinos, encia, cabeza, rifidén, higado, pulmén, nasofaringe, cuello,
ovario, prostata, piel, estbmago, testiculos, lengua o Utero. Ademas, el cancer puede ser especificamente del
siguiente tipo histolégico, aunque no se limita a lo siguiente: neoplasia maligna; carcinoma; carcinoma
indiferenciado; carcinoma de células gigantes y fusiformes; carcinoma de células pequefias; carcinoma papilar;
carcinoma de células escamosas; carcinoma linfoepitelial; carcinoma de células basales; carcinoma de pilomatriz;
carcinoma de células de transicién; carcinoma papilar de células transicionales; adenocarcinoma; gastrinoma
maligno; colangiocarcinoma; carcinoma hepatocelular; carcinoma hepatocelular combinado con colangiocarcinoma;
adenocarcinoma trabecular; carcinoma adenoide quistico; adenocarcinoma en pélipo adenomatoso;
adenocarcinoma, poliposis célica familiar; carcinoma soélido; tumor carcinoide, maligno; adenocarcinoma bronquiolo-
alveolar; adenocarcinoma papilar; carcinoma croméfobo; carcinoma acidofilo; adenocarcinoma oxifilico; carcinoma
baséfilo; adenocarcinoma de células claras; carcinoma de células granulares; adenocarcinoma folicular;
adenocarcinoma papilar y folicular; carcinoma esclerosante no encapsulante; carcinoma cortical suprarrenal;
carcinoma de endometrio; carcinoma del apéndice de la piel; adenocarcinoma apocrino; adenocarcinoma sebaceo;
adenocarcinoma cerumico; carcinoma mucoepidermoide; cistoadenocarcinoma; cistoadenocarcinoma papilar;
cistoadenocarcinoma seroso papilar; cistoadenocarcinoma mucinoso; adenocarcinoma mucinoso; carcinoma de
células en anillo de sello; carcinoma ductal infiltrante; carcinoma medular; carcinoma lobular; carcinoma inflamatorio;
enfermedad de Paget, mamaria; carcinoma de células acinares; carcinoma adenoescamoso; adenocarcinoma con
metaplasia escamosa; timoma, maligno; tumor estromal ovarico, maligno; tecoma maligno; tumor de la célula
granulosa, maligno; androblastoma maligno; carcinoma de células de Sertoli; tumor de células de Leydig, maligno;
tumor de células lipidicas, maligno; paraganglioma, maligno; paraganglioma extra mamario, maligno;
feocromocitoma; sarcoma del tejido blando; melanoma maligno; melanoma amelanético; melanoma de extension
superficial; melanoma maligno en el nevus pigmentado gigante; melanoma de células epitelioides; nevus azul,
maligno; sarcoma; fibrosarcoma; histiocitoma fibroso, maligno; mixosarcoma; liposarcoma; leiomiosarcoma;
rabdomiosarcoma; rabdomiosarcoma embrionario; rabdomiosarcoma alveolar; sarcoma estromal; tumor mixto; tumor
mulleriano mixto; nefroblastoma; hepatoblastoma; carcinosarcoma; mesenquimoma maligno; tumor de Brenner,
maligno; tumor filoide maligno; sarcoma sinovial; mesotelioma, maligno; disgerminoma; carcinoma embrionario;
teratoma, maligno; struma ovarii, maligno; coriocarcinoma; mesonefroma, maligno; hemangiosarcoma;
hemangioendotelioma, maligno; sarcoma de Kaposi; hemangiopericitoma, maligno; linfangiosarcoma; osteosarcoma;
osteosarcoma juxtacortical; condrosarcoma; condroblastoma maligno; condrosarcoma mesenquimal; tumor de hueso
de células gigantes; sarcoma de Ewing; tumor odontogénico, maligno; odontosarcoma ameloblastico;
ameloblastoma, maligno; fibrosarcoma ameloblastico; pinealoma, maligno; cordoma; glioma, maligno; ependimoma;
astrocitoma; astrocitoma protoplasmatico; astrocitoma fibrilar; astroblastoma; glioblastoma; oligodendroglioma;
oligodendroblastoma; neuroectodérmico primitivo; sarcoma cerebeloso; ganglioneuroblastoma; neuroblastoma;
retinoblastoma; tumor neurogénico olfativo; meningioma, maligno; neurofibrosarcoma; neurilemoma maligno; tumor
de células granulares, maligno; linfoma maligno; enfermedad de Hodgkin; paragranuloma de Hodgkin; linfoma
maligno linfocitico de células pequefias; linfoma maligno difuso de células grandes; linfoma maligno, folicular;
micosis fungoide; otros linfomas no Hodgkin especificados; histiocitosis maligna; mieloma multiple; sarcoma de
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mastocitos; enfermedad inmunoproliferativa del intestino delgado; leucemia; leucemia linfoide; leucemia de células
plasmaticas; eritroleucemia; leucemia de células del linfosarcoma; leucemia mieloide; leucemia basofilica; leucemia
eosinofilica; leucemia monocitica; leucemia de mastocitos; leucemia megacarioblastica; sarcoma mieloide; y
leucemia de células pilosas. Preferiblemente, la enfermedad neoplasica pueden ser tumores asociados con un
cancer seleccionado entre cancer de préstata, cancer de higado, cancer renal, cancer de pulmoén, cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer cerebral, cancer hepatocelular, linfoma, leucemia, cancer gastrico,
cancer cervical, cancer de ovario, cancer de tiroides, melanoma, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel y
sarcoma de tejidos blandos y/u otras formas de carcinoma. El tumor puede ser metastasico o un tumor maligno.

Mas preferiblemente, la enfermedad neoplasica a tratar es cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de prostata
y cancer de piel. Lo mas preferiblemente, la enfermedad neoplasica a tratar es el cancer de pancreas.

En una realizacién de la invencion, el inhibidor de mTOR, en terapia de combinacién con un Mycobacterium, se usa
para reducir o inhibir la metastasis de un tumor primario o cancer a otros sitios, o la formacién o establecimiento de
tumores metastasicos o canceres en otros sitios distales del tumor primario o cancer, inhibiendo o reduciendo asi la
recaida de tumores o cancer o la progresion de tumores o cancer.

En otras realizaciones, los métodos de la invencion incluyen, entre otras cosas, 1) reducir o inhibir el crecimiento,
proliferacién, movilidad o invasividad de células tumorales o de cancer que potencialmente desarrollan metastasis,
2) reducir o inhibir la formacion o el establecimiento de metastasis que surgen de un tumor o cancer primario a uno o
mas sitios, lugares o regiones distintos del tumor primario o cancer; 3) reducir o inhibir el crecimiento o la
proliferacion de una metastasis en uno o mas sitios, lugares o regiones distintos del tumor primario o cancer
después de que se ha formado o se ha establecido una metastasis, y 4) reducir o inhibir la formacién o
establecimiento de metastasis adicional después de que se ha formado o establecido la metastasis.

En una realizacién de la invencién, la administracion del inhibidor de mTOR en terapia de combinacién con un
Mycobacterium, proporciona una mejora detectable o mensurable en un estado de un sujeto dado, tal como aliviar o
mejorar uno 0 mas sintomas o consecuencias adversos (fisicos) asociados con la presencia de un trastorno
proliferativo celular o hiperproliferativo celular, neoplasia, tumor o cancer, o metastasis, es decir, un beneficio
terapéutico o un efecto beneficioso.

Un beneficio terapéutico o efecto beneficioso es cualquier mejora objetiva o subjetiva, transitoria, temporal o de largo
plazo en la condicién o patologia, o una reduccion en el inicio, gravedad, duracion o frecuencia de un sintoma
adverso asociado o causado por la proliferacion celular o por un trastorno hiperproliferativo celular tal como una
neoplasia, tumor o cancer, o metastasis. Un objetivo clinico satisfactorio de un método de tratamiento de acuerdo
con la invencion se consigue, por ejemplo, cuando hay una reduccion incremental o parcial de la gravedad, duracion
o frecuencia de una o mas patologias asociadas, sintomas adversos o complicaciones, o inhibiciéon o inversion de
una o mas de las manifestaciones fisioldgicas, bioquimicas o celulares o caracteristicas de proliferacion celular o un
trastorno hiperproliferativo celular tal como una neoplasia, tumor o cancer, o metastasis. Un beneficio terapéutico o
una mejora del mismo puede ser la reduccién de sintomas adversos o complicaciones asociadas, o causadas por,
proliferaciéon celular o trastorno hiperproliferativo celular tal como una neoplasia, tumor o cancer, o metastasis. Sin
embargo, un beneficio terapéutico o mejora no necesita ser una cura o destruccion completa de todas las células
proliferantes diana (por ejemplo, neoplasia, tumor o cancer, o metastasis). Por ejemplo, la estabilizacion del tumor o
la masa del cancer, el tamafio o el nimero de células mediante la inhibicién de la progresion o el empeoramiento del
tumor o el cancer, pueden reducir la mortalidad y prolongar la esperanza de vida aunque sélo sea durante unos dias,
semanas 0 meses, incluso aunque una porcidon o la mayor parte del tumor o masa del cancer, tamafio o células
permanecen.

Ejemplos especificos no limitativos de beneficio terapéutico incluyen una reduccién de la neoplasia, tumor o cancer,
o volumen de metastasis (tamafio o masa celular) o numero de células, que inhiben o previenen un aumento de
neoplasia, tumor o volumen de cancer (por ejemplo, estabilizacién), que retardan o inhiben la neoplasia, tumor o la
progresion del tumor o del cancer, el empeoramiento o la metastasis, o que inhiben la neoplasia, tumor o
proliferacién, crecimiento o metastasis de cancer.

Un método de invencion puede no tener efecto inmediatamente. Por ejemplo, el tratamiento puede ser seguido por
un efecto retardado sobre el volumen del tumor y/o un aumento inicial en la neoplasia, el tumor o el nimero o la
masa de células cancerosas, pero con el tiempo eventualmente se puede producir posteriormente una estabilizacion
o reduccion de la masa, tamafio o numero de células de células tumorales en un sujeto dado.

Los sintomas adversos adicionales y las complicaciones asociadas con neoplasia, tumor, cancer y metastasis que
se pueden inhibir, reducir, disminuir, retrasar o prevenir incluyen, por ejemplo, nauseas, falta de apetito, letargo,
dolor e incomodidad. Asi, una disminucién parcial o total de la gravedad, duracidon o frecuencia de un sintoma
adverso o complicacién asociada o causada por un trastorno hiperproliferativo celular, una mejora en el bienestar de
los sujetos, como el aumento de la energia, el apetito, el bienestar psicoldgico, son ejemplos particulares no
limitativos de beneficio terapéutico.
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Un beneficio o mejora terapéutica, por tanto, también puede incluir una mejora subjetiva en la calidad de vida de un
sujeto tratado.

En una realizacion adicional, un método prolonga o extiende la vida util (supervivencia) del sujeto. En otra
realizacion, un método mejora la calidad de vida del sujeto.

Los términos "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se refieren a una cantidad suficiente de un
agente para proporcionar el resultado bioldgico, terapéutico y/o profilactico deseado. Ese resultado puede ser
reduccion, mejoria, paliacion, disminucion, retraso y/o alivio de uno o mas de los signos, sintomas o causas de una
enfermedad, o cualquier otra alteracion deseada de un sistema bioldgico. En referencia al cancer, una cantidad
eficaz comprende una cantidad suficiente para hacer que un tumor se contraiga y/o disminuya la velocidad de
crecimiento del tumor (tal como para suprimir el crecimiento del tumor) o para prevenir o retrasar otra proliferacion
celular no deseada. En algunas realizaciones, una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para retardar el
desarrollo. En algunas realizaciones, una cantidad eficaz es una cantidad suficiente para prevenir o retrasar la
recidiva. Una cantidad eficaz se puede administrar en una o mas administraciones. La cantidad eficaz del farmaco o
composicion puede: (i) reducir el nimero de células cancerosas; (ii) reducir el tamafio del tumor; (iii) inhibir, retardar,
reducir la velocidad hasta cierto punto y preferiblemente detener la infiltracion de células cancerosas en los érganos
periféricos; (iv) inhibir (es decir, reducir la velocidad hasta cierto punto y preferiblemente detener) la metastasis
tumoral; (v) inhibir el crecimiento tumoral; (vi) prevenir o retrasar la aparicion y/o recurrencia del tumor; y/o (vii) aliviar
hasta cierto punto uno o mas de los sintomas asociados con el cancer.

En una realizacion mas preferida, la administracion del inhibidor de mTOR, en terapia de combinaciéon con un
Mycobacterium, da como resultado una mejora clinicamente relevante en uno o mas marcadores de estado de
enfermedad y progresion seleccionados de uno o mas de los siguientes: (i) supervivencia global, (ii) supervivencia
libre de progresion, (iii) tasa de respuesta global, (iv) reduccion de la enfermedad metastasica, (v) niveles circulantes
de antigeno asociado al cancer, cuando sea pertinente, (vi) estado nutricional (peso, apetito, albumina sérica), o (vii)
control del dolor o uso analgésico.

El pretratamiento con células de M.vaccae y M. obuense enteras matadas por calor da lugar a una inmunidad mas
compleja que incluye no solo el desarrollo de inmunidad innata y la inmunidad de Tipo 1, sino también la
inmunorregulacion que restaura mas eficazmente las funciones inmunes apropiadas.

El Mycobacterium segun la invenciéon se administra en combinacién con un inhibidor de mTOR.

En una realizacion preferida, el inhibidor de mTOR se puede seleccionar entre sirolimus, everolimus, ridaforolimus,
temsirolimus o metformina o una sal, solvato, hidrato, estereoisdbmero, clatrato o profarmaco, analogo o variante
derivada farmacéuticamente aceptable de los anteriores, o combinaciones de los mismos.

En una realizacién mas preferida, el inhibidor de mTOR es rapamicina (sirolimus).

El término "combinacion" tal como se utiliza a lo largo de la invencion, pretende abarcar la administracion del
inhibidor de mTOR simultanea, separada o secuencialmente con la administracion de Mycobacterium. Por
consiguiente, el inhibidor de mTOR y el Mycobacterium pueden estar presentes en la misma formulacion
farmacéutica o separada, y al mismo tiempo o en momentos diferentes.

Asi, se puede proporcionar un Mycobacterium y el inhibidor de mTOR como medicamentos separados para
administracion al mismo tiempo o en momentos diferentes.

Preferiblemente, se proporciona un Mycobacterium y un inhibidor d¢ mTOR como medicamentos separados para
administracion en diferentes momentos. Cuando se administran por separado y en momentos diferentes, se puede
administrar primero el Mycobacterium o el inhibidor de mTOR; sin embargo, es preferible administrar el
Mycobacterium seguido por el inhibidor de mTOR. Ademas, ambos se pueden administrar el mismo dia o en dias
diferentes, y se pueden administrar usando el mismo horario o en diferentes horarios durante el ciclo de tratamiento.

La duracion de cada ciclo de inhibidor de mTOR puede estar entre aproximadamente 1 a aproximadamente 3 dias o
hasta aproximadamente 52 semanas, o mas. Se pueden proporcionar ciclos multiples para cada medicamento
seguin sea necesario. Asi, en una realizacion de la invencion, un ciclo de tratamiento consiste en la administracion
de Mycobacterium diaria, semanal, quincenal o mensual simultdneamente con inhibidor de mTOR. Alternativamente,
el Mycobacterium se administra antes y/o después de la administracion del inhibidor mTOR.

Los retrasos en la dosis y/o las reducciones de la dosis y los ajustes del horario se realizan segun sea necesario
dependiendo de la tolerancia individual del paciente a los tratamientos.

Se pueden administrar cantidades eficaces de Mycobacterium en multiples dosis (repetidas), por ejemplo dos o mas,
tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas, diez o mas, o veinte o0 mas dosis repetidas, opcionalmente a intervalos de
aproximadamente dos dias o aproximadamente 2 semanas, o aproximadamente 4 semanas o aproximadamente 8
semanas.
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En ofra realizacion, el régimen de tratamiento comprende la administracion del Mycobacterium cada 2 dias o hasta
cada dos semanas para las primeras 3 dosis seguidas por un descanso de 4 semanas luego cada 2 semanas para
las siguientes 3 dosis seguidas cada 4 semanas después, con la administracion del inhibidor de mTOR comenzando
al menos entre 1 dia y 14 dias después de la primera dosis de dicho Mycobacterium.

En una realizacién adicional de la invencion, la cantidad eficaz del inhibidor de mTOR, opcionalmente entre
aproximadamente 0,5 mg/dia y aproximadamente 40 mg/dia, tal como entre aproximadamente 1,5 mg/dia y
aproximadamente 15 mg/dia, opcionalmente por via oral, se puede administrar en multiples dosis diarias
(repetidas), por ejemplo dos o mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas, diez 0 mas, o veinte o0 mas dosis
repetidas, antes, simultineamente y/o después de la administracion de Mycobacterium. Por ejemplo, tanto el
Mycobacterium como el inhibidor de mTOR se administran y se repiten en al menos aproximadamente 2, 4, 6, 8, 10,
12, 15, 20 o mas ocasiones, opcionalmente en donde el inhibidor de mTOR se administra diariamente.

En una realizacién adicional de la invencién, la cantidad eficaz del inhibidor de mTOR, opcionalmente entre
aproximadamente 0,5 mg/dia y aproximadamente 40 mg/dia, tal como entre aproximadamente 1,5 mg/dia y
aproximadamente 20 mg/dia, o entre aproximadamente 5 mg/dia y 10 mg/dia, opcionalmente por via oral y cuando
el inhibidor de mTOR es everolimus, se puede administrar en multiples dosis diarias (repetidas), por ejemplo dos o
mas, tres 0 mas, cuatro o mas, cinco o mas, diez o mas, o veinte o mas dosis repetidas, antes, simultdneamente y/o
después de la administracion del Mycobacterium.

En una realizacién adicional de la invencién, la cantidad eficaz del inhibidor de mTOR, opcionalmente entre
aproximadamente 0,5 mg/dia y aproximadamente 40 mg/dia, tal como entre aproximadamente 2 mg/dia y
aproximadamente 6 mg/dia, opcionalmente por via oral y cuando el inhibidor de mTOR es rapamicina, puede
administrarse en multiples dosis diarias (repetidas), por ejemplo dos o mas, tres 0 mas, cuatro o mas, cinco o mas,
diez 0 mas, o veinte o mas dosis repetidas, antes, simultaneamente y/o después de la administracion de
Mycobacterium.

El Mycobacterium se puede administrar al paciente a través de la via parenteral, oral, sublingual, nasal o pulmonar.
En una realizacion preferida, el Mycobacterium se administra a través de una via parenteral seleccionada de
inyeccion subcutanea, intradérmica, subdérmica, intraperitoneal, intravenosa e intravesicular. Mas preferiblemente,
la administracion por via parenteral no comprende inyeccion intratumoral de extracto de pared celular
micobacteriana.

Un esquema de dosificacion segun la presente invencion puede incluir la administracion de Mycobacterium entre
aproximadamente 0,25 horas y aproximadamente 2 semanas antes y durante el dia de dicha administracion de
inhibidor de mTOR, seguido de dosis adicionales de dicho Mycobacterium entre aproximadamente cada dos dias o
aproximadamente cada 2 semanas o aproximadamente 4 semanas después. Pueden administrarse dosis
adicionales de Mycobacterium a intervalos diarios o semanales o quincenales o mensuales, tales como durante un
periodo aproximadamente de 8 semanas, o aproximadamente 10 semanas y aproximadamente 12 semanas, o0 mas.
El Mycobacterium puede continuar administrandose hasta 12 meses o mas después de la primera dosis
administrada.

El sujeto que debe someterse a la terapia de inhibidor de mTOR segun la presente invencién puede hacerlo
simultaneamente, por separado o secuencialmente con la administracion de Mycobacterium. El Mycobacterium se
puede administrar al paciente antes de la administracién de un inhibidor de mTOR. Mas especificamente, el
Mycobacterium se puede administrar al paciente entre aproximadamente 4 semanas y aproximadamente 1 dia o
menos antes de la administracion del inhibidor de mTOR. Alternativamente, el Mycobacterium se puede administrar
como una o mas alicuotas que contienen cada una una cantidad eficaz de Mycobacterium que puede administrarse
en uno o mas intervalos de tiempo entre 4 semanas y aproximadamente 1 dia o menos antes de la administracion
del inhibidor de mTOR y/o el Mycobacterium se puede aplicar después de la administracion de un inhibidor de
mTOR. En una forma adicional, el Mycobacerium se puede administrar como una o mas alicuotas, cada una de las
cuales contiene una cantidad eficaz de Mycobacterium que se puede administrar en uno o mas intervalos de tiempo
entre 4 semanas y aproximadamente 1 dia o menos después del inhibidor de mTOR y/o se puede aplicar el
Mycobacterium después de la administracion de un inhibidor de mTOR vy se repite al menos aproximadamente 2, 4,
6, 8, 10, 12, 15, 20 o mas veces antes y/o después de la administracion de un inhibidor de mTOR.

En una realizacion preferida de la invencion hay un Mycobacterium para uso en el tratamiento de enfermedad
neoplasica en combinacion con un inhibidor de mTOR en donde dicho Mycobacterium se administra al sujeto antes,
simultaneamente y/o después de que se administre el inhibidor de mTOR.

En una realizacion preferida adicional de la invencion hay un Mycobacterium para uso en el tratamiento de
enfermedad neoplasica en combinacién con un inhibidor de mTOR en donde se administra al sujeto antes,
simultaneamente y/o después de que se administre dicho inhibidor de mTOR, en donde dicho Mycobacterium ylo
inhibidor de mTOR se debe administrar en dosis repetidas.

En una realizacion adicional de la invencidon se encuentra un método para prevenir, tratar, reducir, inhibir y/o
controlar una neoplasia, tumor o cancer primario, en un sujeto, en donde dicho método comprende administrar
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simultaneamente, por separado o secuencialmente al sujeto, una cantidad terapéuticamente eficaz de (i) un inhibidor
de mTOR, vy (ii) un Mycobacterium de células enteras, en donde dicho Mycobacterium se administra al sujeto antes,
simultaneamente y/o después de que se administre dicho inhibidor de mTOR, opcionalmente en donde dicho
Mycobacterium y/o inhibidor de mTOR se debe administrar en dosis repetidas.

En otra realizacion preferida de la invencion es un método para prevenir, tratar, reducir, inhibir y/o controlar la
formacion o establecimiento de metastasis de una neoplasia, tumor o cancer primario en uno o mas sitios distintos
de una neoplasia, tumor o cancer primario, en donde dicho método comprende administrar simultaneamente, por
separado o secuencialmente al sujeto, una cantidad terapéuticamente eficaz de (i) un inhibidor de mTOR, y (ii) un
Mycobacterium de células enteras, en donde dicho Mycobacterium se administra al sujeto antes, simultdneamente
y/o después de que se administre dicho inhibidor de mTOR, opcionalmente en donde dicho Mycobacterium ylo
inhibidor de mTOR se debe administrar en dosis repetidas.

En una realizacion de la presente invencion, el Mycobacterium puede estar en la forma de un medicamento
administrado al paciente en una forma de dosificacion.

En una realizacion adicional de la invencion, la cantidad eficaz de Mycobacterium se puede administrar como una
dosis Unica. Alternativamente, la cantidad eficaz de Mycobacterium se puede administrar en dosis multiples
(repetidas), por ejemplo dos o mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas, diez 0 mas, o veinte 0 mas dosis
repetidas. Por ejemplo, el Mycobacterium se administra entre aproximadamente 4 semanas y aproximadamente 1
dia o menos antes de la administracion del inhibidor de mTOR. La administracién se puede presentar en dosis
Unicas o multiples.

En otra realizacion adicional de la invencion, la cantidad eficaz del Mycobacterium se puede administrar en multiples
dosis (repetidas), por ejemplo dos o mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o mas, diez o mas, o veinte o0 mas dosis
repetidas concomitantemente con la administraciéon de un inhibidor de mTOR. Por ejemplo, tanto el Mycobacterium
como el inhibidor de mTOR se administran y se repiten al menos aproximadamente 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20 o mas
ocasiones, opcionalmente en donde el inhibidor de mTOR se administra diariamente. La administracién tanto del
Mycobacterium como del inhibidor mTOR puede presentarse en dosis multiples.

En otra realizacion adicional de la invencion, la cantidad eficaz del inhibidor de mTOR, opcionalmente entre
aproximadamente 0,5 mg/dia y aproximadamente 40 mg/dia, tal como entre aproximadamente 1,5 mg/dia y
aproximadamente 20 mg/dia, o entre aproximadamente 5 mg/dia y 10 mg/dia, opcionalmente por la via oral, se
pueden administrar en multiples dosis diarias (repetidas), por ejemplo dos o mas, tres o mas, cuatro o mas, cinco o
mas, diez o mas, o veinte 0 mas dosis repetidas, antes, simultaneamente y/o después de la administracion de
Mycobacterium. Por ejemplo, tanto el Mycobacterium como el inhibidor de mTOR se administran y se repiten al
menos aproximadamente 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20 o mas ocasiones, opcionalmente en donde el inhibidor de mTOR
es administrado diariamente.

Un recipiente segun la invencion en ciertos casos, puede ser un vial, una ampolla, una jeringa, una capsula, un
comprimido o un tubo. En algunos casos, las micobacterias pueden ser liofilizadas y formuladas para resuspension
antes de la administracion. Sin embargo, en otros casos, las micobacterias se suspenden en un volumen de un
liquido farmacéuticamente aceptable. En algunas de las realizaciones mas preferidas se proporciona un recipiente
que comprende una dosis unitaria Unica de micobacterias suspendidas en un vehiculo farmacéuticamente aceptable
en donde la dosis unitaria comprende aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 1 x 10"° CFU de micobacterias.
En algunas realizaciones muy especificas, el liquido que comprende micobacterias suspendidas se proporciona en
un volumen entre aproximadamente 0,1 ml y 10 ml, o entre aproximadamente 0,3 ml y 2 ml o entre
aproximadamente 0,5 ml y 2 ml. Se entendera ademas que en ciertos casos una composicion que comprende
micobacterias en un medio de contencion se congela (es decir, se mantiene a menos de aproximadamente cero
grados Celsius). Las composiciones anteriores proporcionan unidades ideales para aplicaciones inmunoterapéuticas
descritas en la presente invencion.

Las realizaciones discutidas en el contexto de un método y/o composiciéon de la invencion se pueden emplear con
respecto a cualquier otro método o composicion descritos en la presente invencion. Por lo tanto, una realizacion que
pertenece a un método o composicion se puede aplicar también a otros métodos y composiciones de la invencion.

En algunos casos se administran micobacterias no patégenas matadas por calor a sitios especificos sobre o en un
sujeto. Por ejemplo, las composiciones de micobacterias de acuerdo con la invencion, tales como aquellas que
comprenden M.obuense en particular, se pueden administrar adyacentes a tumores o adyacentes a ganglios
linfaticos, tales como aquellos que drenan tejido que rodea a un tumor. Asi, en ciertos casos, los sitios de
administracion de la composicion micobacteriana pueden estar cerca de los ganglios linfaticos cervicales, tonsilares,
axilares, inguinales, cervicales anteriores, submandibulares, submentales o superclaviculares. Tales sitios de
administracion pueden estar en el lado derecho, en el lado izquierdo, o en ambos lados del cuerpo. En ciertas
realizaciones muy especificas, las composiciones micobacterianas se administran cerca de los ganglios linfaticos
axilares, cervicales y/o inguinales. Por ejemplo, una dosificacion de las micobacterias se puede distribuir en tejidos
adyacentes al ganglio linfatico axilar derecho e izquierdo y los ganglios linfaticos inguinales derecho e izquierdo.
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En una realizaciéon muy especifica, se administra una dosificacion de micobacterias a un sujeto mediante inyeccion
intradérmica, en donde la dosificacion se distribuye a ambos lados axilares e inguinales del cuerpo y en donde hay
dos inyecciones (es decir, dos habones) en cada lado.

En algunas realizaciones adicionales de la invencion, los métodos de la invencion implican la administracion de 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10 o mas dosis de micobacterias separadas por un periodo de un dia o mas. Por ejemplo, estas dosis
separadas pueden separarse por un solo dia, o varios dias, una semana, dos semanas, un mes o mas. Por ejemplo,
los métodos segun la invencién pueden comprender la administracion de 1 a 5 dosis de micobacterias durante un
periodo de tres semanas o mas. En otras formas de realizacion adicionales, los métodos de la invencién
comprenden administrar de 1 a 5, 1 a 4, 1 a 3, 1 a 2 o 2 dosis de micobacterias durante un periodo de
aproximadamente una a aproximadamente tres semanas o mas. Cada dosis administrada puede ser la misma o
diferente dosis con respecto a una administracion de dosis anterior o posterior. Por ejemplo, en ciertos casos, se
prefiere que una dosis de micobacterias sea menor que una dosis cualquiera que se haya administrado previamente.
Asi, en algunos casos especificos, se administrara una dosis de micobacterias no patégenas matadas por calor a
aproximadamente la mitad de la dosis que se administré en cualquier tratamiento previo. Tales métodos pueden ser
preferidos en ciertos casos en los que la respuesta inmunitaria del sujeto a las micobacterias es mayor durante las
terapias subsiguientes. Asi, en ciertos casos, el Mycobacterium se puede administrar un nimero minimo de veces
por ejemplo, en menos de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 0 menos administraciones de dosis separadas. En algunos casos, la
composicion de micobacterias se administra dos veces. Alternativamente, el Mycobacterium se puede administrar
durante el periodo de tiempo en que el cancer o tumor(es) estan presentes en un paciente o hasta que el cancer
haya retrocedido o estabilizado. EI Mycobacterium también se puede seguir administrando a los pacientes una vez
que el cancer o el tumor ha retrocedido o se ha estabilizado.

Las composiciones de micobacterias segun la invencion comprenderan una cantidad eficaz de micobacterias
tipicamente dispersas en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las frases “farmacéutico” o
“farmacologicamente aceptable” se refieren a entidades y composiciones moleculares que no producen una reaccion
adversa, alérgica u otra reaccion inapropiada cuando se administran a un animal, tal como, por ejemplo, un ser
humano, segun sea apropiado. La preparacion de una composicién farmacéutica que contiene micobacterias sera
conocida por los expertos en la técnica a la luz de la presente descripcion, como se ejemplifica por Remington's
Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990. Ademas, para la administracion animal (por
ejemplo, humana), se entendera que los preparados deben cumplir con las normas de esterilidad, piogenia,
seguridad general y pureza. Un ejemplo especifico de un vehiculo farmacolégicamente aceptable como se describe
en la presente invencién es tampon de borato o solucion salina estéril (NaCl al 0,9%).

Como se utiliza en la presente invencion, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye uno cualquiera y todos los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes
antibacterianos, agentes antifingicos), agentes isoténicos, retardadores de absorcion, sales, conservantes,
farmacos, estabilizadores de farmacos, geles, aglutinantes, excipientes, agentes de disgregacion, lubricantes,
agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, colorantes, materiales similares y combinaciones de los mismos,
como serian conocidos por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences,
18?2 Ed. Mack Printing Company, 1990, pp. 1289-1329).

En una realizacién preferida, el Mycobacterium se administra a través de una via parenteral seleccionada entre
inyeccion subcutanea, intradérmica, subdérmica, intraperitoneal, intravenosa e intravesicular. La inyeccion
intradérmica permite el suministro de una proporciéon completa de la composicién de micobacterias a una capa de la
dermis que es accesible a la vigilancia inmune y, por tanto, capaz de elegir una respuesta inmunitaria anticancerosa
y promover la proliferacion de células inmunes a los ganglios linfaticos locales. Asi, en ciertos casos, las
micobacterias matadas por calor de la presente invencion se pueden administrar por inyeccion, infusion, infusion
continua, por via intravenosa, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal, intralesional, intravitrea, intravaginal,
intrarrectal, tdpica, intratumoral, intramuscular, intraperitoneal, subcutanea, subconjuntival, intravesical, mucosal,
intrapericardica, intraumbilical, intraocular, oral, intracraneal, intraarticular, intraprostatica, intrapleural, intratraqueal,
intranasal, tépica, local, por inhalacion (p.ej. inhalacion de aerosol), a través de un catéter, a través de un lavado, o
por cualquier otro método o cualquier combinacién de lo anterior como seria conocido por un experto en la técnica
(véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990). Mas
preferiblemente, la administracion por via parenteral no comprende la inyeccion intratumoral de extracto de pared
celular micobacteriana.

Todas las publicaciones mencionadas en la descripcién anterior se incorporan aqui por referencia. Varias
modificaciones y variaciones de los métodos y sistema descritos de la presente invencion seran evidentes para los
expertos en la técnica sin apartarse del alcance y el espiritu de la presente invencion. Aunque la presente invencion
se ha descrito en conexion con realizaciones especificas preferidas, se deberia entender que la invencidon como se
reivindica no deberia estar indebidamente limitada a tales realizaciones especificas. De hecho, se pretende que
varias modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo la invencién que son evidentes para los expertos en
bioquimica e inmunologia o campos relacionados estén dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.

La invencion se describe ademas con referencia al siguiente ejemplo no limitativo.
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Ejemplo 1

Este ejemplo describe un estudio que investiga la administracién de células enteras de Mycobacterium obuense
(IMM-101) matadas por calor y el inhibidor de mMTOR Rapamicina (Sirolimus) en un modelo de cancer pancreatico en
ratones genéticos (adenocarcinoma ductal pancreatico) bien validado y clinicamente relevante. Ratones
genéticamente modificados que llevan mutaciones en Kras y Pdx-Cre (ratones KC) se criaron de acuerdo con el
método descrito por Hingorani et al. (Cancer Cell, 2003, 4: 437 - 50); una proporcion de estos ratones desarrollan
lesiones ductales similares a las neoplasias intraepiteliales pancreaticas humanas que pueden progresar a
adenocarcinoma invasivo y metastasico. Se inyectaron ratones KC con 10° células KPC que portaban una mutacion
en Kras, p53 y Pdx-Cre (Hingorani y col., Cell, 2005, 7: 469-48) en posicion ortotopica el dia 100 después del
nacimiento. Los ratones se trataron como sigue el dia 114 (dia 0 en la Figura 1):

12 ratones no tratados (control);
12 ratones tratados con 2 mg/Kg de rapamicina, via intraperitoneal, diariamente, durante la duracién del estudio;

12 ratones tratados con inyecciones subcutaneas alternas de 0,1 mg de IMM-101/raton en el pescuezo y en la base
de la cola en dias alternos durante un periodo de 5 dias con una pausa de 2 dias durante el periodo del estudio;

12 ratones tratados con la combinacion de rapamicina e IMM-101 a una dosis y un esquema descritos anteriormente
para los dos compuestos utilizados individualmente.

Como se esperaba, los ratones que no fueron tratados sucumbieron a la enfermedad en 20 dias. El tratamiento con
un inhibidor de mTOR no tuvo un efecto significativo sobre la supervivencia, de modo que los ratones tratados con
rapamicina vivieron lo mismo que los animales control. Sin embargo, lo mas sorprendente es que la combinacion de
un inhibidor de mTOR (rapamicina) y micobacterias (IMM-101) prolongé significativamente la supervivencia de
dichos ratones tratados en comparacion con los ratones control y lo mas importante en comparacion con los ratones
tratados con los compuestos utilizados individualmente (véase la Figura 1). Parece que la combinacion de los
efectos de la inibicion de mTOR con los mediados por un Mycobacterium actia en sinergia de una manera
inesperada, lo cual no se puede explicar por sus efectos cuando se utiliza individualmente.
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REIVINDICACIONES

Un Mycobacterium de célula entera para uso en el tratamiento de enfermedad neoplasica en combinacion
con un inhibidor de mTOR, en donde el Mycobacterium es un Mycobacterium no patégeno matado por
calor.

Un Mycobacterium para uso segun la reivindicacion 1, en donde dicho Mycobacterium se selecciona entre
M. vaccae, M. obuense, M. parafortuitum, M. aurum, M. indicus pranii, M. phlei y combinaciones de los
mismos.

Un Mycobacterium para uso segun la reinvindicacion 2, en donde el Mycobacterium es una variante rugosa.

Un Mycobacterium para uso segun cualquier reivindicacion precedente, en donde dicho inhibidor de mTOR
se selecciona entre sirolimus, everolimus, ridaforolimus, temsirolimus o metformina, y combinaciones de los
mismos.

Un Mycobacterium para uso segun la reivindicacion 4, en donde dicho inhibidor de mTOR es rapamicina
(sirolimus).

Un Mpycobacterium para uso segun cualquier reivindicacion precedente anterior, en donde dicho
Mycobacterium se administra a un sujeto antes, simultaneamente y/o después de que se administre dicho
inhibidor de mTOR.

Un Mycobacterium para uso segun cualquier reivindicacion precedente, en donde dicho Mycobacterium y/o
inhibidor de mTOR son para administrar en dosis repetidas.

Un Mycobacterium para uso segun cualquier reivindicacion precedente, en donde dicha enfermedad
neoplasica es cancer uterino, cancer de prostata, cancer de higado, cancer de rifién, cancer de pulmon,
cancer de mama, cancer colorrectal, cancer de pancreas, cancer de cerebro, cancer hepatocelular, linfoma,
leucemia, cancer gastrico, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de tiroides, melanoma,
carcinoma, cancer de cabeza y cuello, cancer de piel o sarcoma de tejido blando.

Un Mycobacterium para uso segun la reivindicacion 8, en donde dicha enfermedad neoplasica es cancer de
pancreas.

Un Mycobacterium para uso segun cualquier reivindicacion precedente, en donde dicho tratamiento reduce
el tamafo de un tumor canceroso de manera que es operable y/o reduce la formacion de metastasis.

Un Mycobacterium para uso segun cualquier reivindicacion precedente, en donde el Mycobacterium esta
presente en una dosis unitaria que comprende una cantidad eficaz entre 107 y 10° células de
Mycobacterium matada por calor no patégena.

Un Mycobacterium para uso segun cualquier reivindicacion precedente, en donde el Mycobacterium es para
administracion via parenteral, oral, sublingual, nasal o pulmonar.

Un Mycobacterium para uso segun la reivindicacion 12, en donde la via parenteral se selecciona entre
inyeccion subcutanea, intradérmica, subdérmica, intraperitoneal, intravenosa o intravesicular.

Un Myconbacterium para uso segun la reivindicacion 13, en donde el Mycobacterium es para administracion
via intradérmica.
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Figura 1
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