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DESCRIPCION
Tratamiento del cancer y trastornos proliferativos benignos

En la presente descripcion se proporcionan métodos y composiciones para tratar y/o inhibir el desarrollo o la progresion
de canceres (particularmente canceres inducidos por HPV) y trastornos proliferativos benignos. En particular, se
proporcionan composiciones que comprenden lopinavir y ritonavir para usar en el tratamiento y/o la inhibicion de la
progresion de la displasia del cuello uterino relacionada con el HPV.

El alcance de la presente invencién se define por las reivindicaciones. Cualquiera de las referencias en la descripcion con
respecto a los métodos de tratamiento se refiere a las composiciones de acuerdo con la presente invencion para usar en
un método de tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia.

Antecedentes

Existen muchas formas diferentes de cancer, y se cree que hay muchas causas diferentes de la enfermedad. La incidencia
de cancer varia, pero representa la segunda causa mas alta de mortalidad, después de la enfermedad cardiaca, en la
mayoria de los paises desarrollados. Los estimados actuales sugieren que uno de cada tres estadounidenses vivos en la
actualidad sufrira algun tipo de cancer. Existe una necesidad bien reconocida de desarrollar terapias nuevas y mejoradas
para tratar los canceres. Ademas, existe también la demanda de desarrollar agentes terapéuticos que puedan usarse para
inhibir el desarrollo del cancer en la poblacién general, individuos susceptibles de alto riesgo o como un agente para
prevenir la reaparicion de la enfermedad en individuos ya afectados.

Se reconoce que los virus de tumores humanos son una causa importante de cancer humano, y existe una gran cantidad
de evidencia que sustenta el argumento de que estos virus causan cancer al inducir inestabilidad genética en las células
infectadas. De hecho, tanto el virus de la leucemia de células T humanas tipo 1 (HTLV1) Tax como las oncoproteinas E6
del virus del papiloma humano tipo 16 (HPV16) se sabe que inducen inestabilidad genética, lo que produce numeros
anormales de centrosomas, multinucleacion y atipia nuclear.

Un enfoque para el tratamiento de los canceres causados por virus se describe en la Publicaciéon internacional
num. WO2005/053694, que describe el uso de determinados inhibidores de la proteasa del HIV (que se habia propuesto
previamente para usar como medicamentos ingeridos por via oral para el tratamiento clinico sistémico de infecciones
retrovirales como el HIV) como clinicamente utiles para la administracion topica a los tejidos para prevenir o tratar
malignidades causadas por el virus del papiloma humano. Los autores reconocieron que los inhibidores de la proteasa
del HIV, tales como el indinavir, fueron utiles para tratar las infecciones por el virus del papiloma humano (HPV) y
particularmente los canceres asociados con tales infecciones. El trabajo se basé en la constatacion por parte del autor de
que una actividad quimotriptica del proteasoma puede ser la diana preferida para el tratamiento de las infecciones por
HPV y se conoce que el Indinavir y los inhibidores relacionados pueden suprimir la actividad quimotriptica del proteasoma
268S. Por lo tanto, se especuld que el indinavir y los compuestos relacionados actiian para inhibir la actividad quimotriptica
del proteasoma y, por lo tanto, podrian ser Utiles para tratar las infecciones por HPV vy, en particular, las infecciones por
HPV que conducen al desarrollo de cancer (por ejemplo, en el cuello uterino, la boca, el ano, la vagina y el pene).

La

Publicacién internacional num. W02005/053694 continué contemplando que podrian usarse varios inhibidores de la
proteasa del HIV en el tratamiento del cancer (se identificd indinavir como el mas preferido) pero, ademas, enfatizé en
que determinados inhibidores de la proteasa del HIV (particularmente ritonavir) no parecian tener la misma actividad que
los inhibidores tales como el indinavir. De hecho, las combinaciones de ritonavir y otros inhibidores de la proteasa en
realidad demostraron ser menos efectivas con respecto a esto y, por lo tanto, el ritonavir quedé fuera de la definicion de
inhibidores eficaces contemplada en esa especificacion.

Se han realizado numerosos ensayos clinicos para el cancer mediante el uso de ritonavir solo o ritonavir con lopinavir.
Sin embargo, cada uno de estos ensayos sugirié que los compuestos no serian utiles en el campo de la oncologia. Por
ejemplo, ritonavir ha mostrado actividad contra las células preinvasivas derivadas del cuello uterino, pero no fue eficaz
contra la enfermedad del cuello uterino invasiva mas avanzada (Barillari, G., lovane, A., Bacigalupo, I., Palladino, C.,
Bellino, S., Leone, P., Monini, P., Ensoli, B., Ritonavir or saquinavir impairs the invasion of cervical intraepithelial neoplasia
cells via a reduction of MMP expression and activity. AIDS, 2012, 26(8):909-19.). Este hallazgo potencialmente llevaria a
un experto a descontinuar el uso de ritonavir ya que la eliminacion de las células neoplasicas en etapa temprana (sin ser
eficaz contra las células avanzadas) podria facilitar la evolucion de formas mas invasivas de la enfermedad. Otro ensayo
clinico con ritonavir (Laurent, N., de Bouard, S., Guillamo, J.S, Christov, C., Zini, R., Jouault, H., Andre, P., Lotteau, V.,
Peschanski, M. Effects of the proteasome inhibitor ritonavir on glioma growth in vitro and in vivo. Mol Cancer Ther. 2004,
3(2):129-36) informd que ritonavir solo contra el glioma no tuvo efecto in vivo. Un ensayo posterior de ritonavir/lopinavir
en humanos tuvo muy poco efecto contra el glioma (Ahluwalia, M.S, Patton, C., Stevens, G., Tekautz, T., Angelov, L.,
Vogelbaum, M.A., Weil, R.J., Chao, S., Elson, P., Suh, J.H., Barnett, G.H., Peereboom, D.M., Phase Il trial of
ritonavir/lopinavir in patients with progressive or recurrent high-grade gliomas. J, Neurooncol. 2011, 102(2):317-
21). Hampson, L. y otros. (Specific HIV protease inhibitors inhibit the ability of HPV16 E6 to degrade p53 and selectively
kill E6-dependent cervical carcinoma cells in vitro, Antiviral Therapy 2006, 11(6):813-825) estudiaron los efectos de los
inhibidores de la proteasa indinavir, ritonavir, amprenavir, lopinavir, atazanavir, nelfinavir y saquinavir contra las células
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de carcinoma de cuello uterino dependientes de E6 de HPV16 in vitro. Los autores informaron que ritonavir tuvo un efecto
insignificante sobre la inhibicién del crecimiento de las células analizadas. Ademas, Kaletra® (la combinacién de ritonavir
y lopinavir) fue menos eficaz que la concentracion equivalente de lopinavir administrada como agente unico.

La infeccion con los tipos de HPV de alto riesgo se ha establecido ahora como el principal agente etiolégico para el cancer
de cuello uterino invasivo (ICC) y en todo el mundo hay >270,000 muertes por esta enfermedad cada afio, con mas del
85 % de ellas en paises de bajos recursos. Por ejemplo, en Kenia es el cancer mas comun y representa entre el 18-23 %
de todos los casos diagnosticados de cancer.

El desarrollo de ICC puede llevar de 10-20 afos y esta precedido por una patologia preinvasiva relacionada con el HPV
que se caracteriza por neoplasia intraepitelial de cuello uterino de bajo grado (CIN1) o de alto grado (CIN2/3). Las lesiones
pueden examinarse mediante pruebas de citologia de cuello uterino donde se diagnostican (o estadifican) como células
escamosas atipicas limitrofes de importancia indeterminada (ASCUS), lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado
(LSIL) o lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL).

La disminucién de la mortalidad relacionada con la ICC en el mundo desarrollado ha dependido en gran medida de la
deteccion de citologia organizada y en el tercer mundo se han logrado tendencias similares en la mortalidad por cancer
de cuello uterino mediante una deteccion y tratamiento Unico organizado. Sin embargo, en las naciones mas pobres, la
falta de recursos y de educacion sanitaria significa que la mayoria de las enfermedades preinvasivas del cuello uterino
permanecen sin diagnoéstico y sin tratamiento. Por lo tanto, donde los recursos son limitados, las opciones de deteccion y
tratamiento de bajo costo son claramente una alta prioridad.

Las opciones de tratamiento actuales en la practica clinica son por modalidades ablativas (destructivas) o por escision.
Las revisiones sistematicas han demostrado que estas modalidades de tratamiento tienen tasas de éxito similares, pero
tienen morbilidades diferentes. En el mundo desarrollado, en la mayoria de las clinicas de colposcopia se usa la Escision
por Asa Grande de la Zona de Transformacion LLETZ (también conocido como procedimiento de escision
electroquirurgica con asa - LEEP). Mas del 80 % de estos procedimientos se realizan bajo analgesia local y toda la zona
de transformacion esta disponible para su posterior examen histoldgico. El procedimiento se asocia con un riesgo de
hemorragia primaria/secundaria, secreciones prolongada, infeccién y un riesgo de parto prematuro en embarazos
posteriores. Los primeros efectos secundarios pueden ser problematicos, particularmente en paises de bajos recursos. El
tratamiento ablativo en forma de coagulacion en frio y crioterapia a menudo se recomienda para usar en estos entornos,
ya que estos son de bajo costo, requieren una infraestructura minima y pueden realizarse por profesionales de la salud
no médicos capacitados. Sin embargo, algunos estudios han sugerido que la crioterapia tiene una tasa de fracaso mas
alta en comparacioén con otras modalidades de tratamiento.

Hay una variedad de enfoques no quirurgicos aplicados localmente que se han evaluado para el tratamiento de la displasia
de cuello uterino, que incluyen; terapia fotodinamica (PDT); uso fuera de la licencia del medicamento contra el
citomegalovirus (CMV) cidofovir; aplicacion local del activador inmunitario Imiquimod y aplicacion directa del farmaco
citotoxico 5 flurouracilo (5FU). Aunque algunas de estas modalidades de tratamiento alternativas son prometedoras, sus
resultados de tratamiento son inferiores a las tasas de éxito del 80-95 % informadas que se obtienen en las unidades de
colposcopia de calidad asegurada.

Un tratamiento eficaz, econdmico, no quirdrgico y autoaplicado para la displasia de cuello uterino relacionada con el HPV
tendria un gran potencial, particularmente en entornos de bajos recursos. Ademas, si se minimizan los efectos secundarios
con el tratamiento tépico, se mejoraria la adherencia al tratamiento.

Resumen

En la presente se describen composiciones que comprenden lopinavir en combinacién con ritonavir para usar como un
medicamento en el tratamiento del cancer o trastornos proliferativos benignos (verrugas) o en la prevencion del desarrollo
de cancer en donde el Virus del Papiloma Humano es el causante del cancer o trastorno.

Ademas, se proporcionan composiciones farmacéuticas formuladas para aplicacién tépica que comprenden una cantidad
con eficacia terapéutica de lopinavir y ritonavir en un vehiculo aceptable farmacéuticamente.

Ademas, se describen métodos para tratar un paciente que tiene una displasia del cuello uterino relacionada con el HPV,
que comprende administrar a dicho paciente una dosis con eficacia terapéutica de las composiciones farmacéuticas
descritas.

Breve descripcion de las figuras
El resumen, asi como también la siguiente descripcion detallada, se comprende mejor cuando se lee junto con los dibujos

adjuntos. Con el fin de ilustrar las composiciones y métodos descritos, en los dibujos se muestran modalidades ilustrativas
de las composiciones y métodos. En las figuras:
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La Figura 1, que comprende las Figuras 1A-1D, ilustra: A) regresion de una lesion HSIL tefida con yodo de Lugol 1 & 3
meses después del tratamiento - la paciente se volvié negativo para el HPV; B) regresion de una lesion HSIL tefida con
yodo de Lugol a los 1 & 3 meses después del tratamiento - la paciente se volvié negativo para el HPV después de 1 mes
y fue normal citolégicamente a los 3 meses; C) regresion de una lesion HSIL tefiida con yodo de Lugol a los 1 & 3 meses
después del tratamiento - la paciente fue HPV negativo al 1 & 3 meses y tuvo citologia limitrofe a los 3 meses; y D) una
lesiéon LSIL tefiida con yodo de Lugol, que mostré eliminacion del HPV y citologia normal al 1 & 3 meses después del
tratamiento.

La Figura 2, ilustra un diagrama de flujo ilustrativo de deteccién, prueba y manejo de un paciente, que se uso para el
estudio descrito en el Ejemplo 2.

La Figura 3, que comprende las Figuras 3A-3C, ilustra los resultados combinados de la prueba de HPV Cervista®, la
citologia y el analisis del genotipo del HPV mediante PCR para mujeres diagnosticadas inicialmente con HSIL en el
Ejemplo 2. El titulo de HPV Cervista se indica mediante la altura del grafico de barras sobre el umbral y el estado de la
citologia se indica mediante color y sombreado con el tipo de HPV que se muestra sobre la barra. (A) Representa los
resultados antes del tratamiento con lopinavir; (B) Representa los resultados después de 4 y (C) 12 semanas después del
tratamiento.

La Figura 4, que comprende las Figuras 4A-4C, ilustra los resultados combinados de la prueba de HPV Cervista®, la
citologia y el analisis del genotipo del HPV mediante PCR para mujeres diagnosticadas inicialmente con ASCUS/LSIL en
el Ejemplo 2. El titulo de HPV Cervista se indica mediante la altura del grafico de barras sobre el umbral y el estado de la
citologia se indica mediante color y sombreado con el tipo de HPV que se muestra sobre la barra. (A) Representa los
resultados antes del tratamiento con lopinavir; (B) Representa los resultados después de 4 y (C) 12 semanas después del
tratamiento.

La Figura 5 ilustra los resultados de la colposcopia con VILI antes (columna izquierda), 4 semanas (columna central) y 12
semanas (columna derecha) después del tratamiento de los pacientes E02, E03, E06, E14 y E12 en el Ejemplo 2. Se us6
amplificacion x5 con el estado del HPV Cervista® y la citologia que se muestra debajo de cada imagen y la patologia final
(estado CIN) mostrado ademas en las imagenes de 12 semanas posteriores al tratamiento.

La Figura 6 ilustra una electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR especificos de HPV 6 o HPV 11 de bajo
riesgo tefiidos con bromuro de etidio, amplificados a partir de ADN extraido de frotis de LBC obtenidos de pacientes
diagnosticados de displasia de cuello uterino positiva a HPV de alto riesgo tanto antes como después del tratamiento con
Lopimune.

La Figura 7, que comprende las Figuras 7A-7B, ilustra los resultados de los Ensayos de Crecimiento AQ96 para células
SiHa (A) y Hela (B).

La Figura 8, ilustra los perfiles del grafico de dispersion de células HelLa no tefiidas, tefiidas solo con Anexina y solo con
Pl usadas para optimizar el citdmetro y establecer puertas adecuadamente. Esto mostrd, ademas, que se observé muy
poco fondo en el cuadrante R4 donde deberian detectarse células apoptéticas en etapa avanzada.

La Figura 9, ilustra el analisis de grafico de dispersion de cultivos triplicados tratados con 1:1 (lopinavir 12,5 uM + ritonavir
12,5 pM) con un analisis adicional de un cultivo repetido 3 veces para determinar la varianza intra ensayo del citdmetro.
(Nota: las células en el cuadrante R6 se encuentran en etapas mas tempranas de apoptosis).

La Figura 10, ilustra el analisis de dispersion de cultivos triplicados tratados con 4:1 (lopinavir 20 uM + ritonavir 5 yM) mas
cultivos tratados con cantidades decrecientes de ritonavir (lopinavir 21 uyM + ritonavir 4 uM y lopinavir 23 yM + ritonavir 2
puM).

La Figura 11, ilustra el grafico de dispersién que muestra cultivos duplicados tratados con lopinavir 25 yM como un agente
Unico y cultivos triplicados tratados con la misma cantidad de DMSO usada para todos los ensayos de farmacos
mostrados.

La Figura 12 es un grafico que ilustra el analisis de la varianza intra e intermuestra que se produjo dentro y entre los
ensayos de apoptosis por citometria de flujo realizados en tratamientos 1:1 (Lop 12,5 uM + Rit 12,5 pM).

La Figura 13 es un grafico de cajas que compara los efectos de los diversos tratamientos farmacolégicos sobre los niveles
de apoptosis.

La Figura 14 ilustra la muerte celular total en células Hela medida mediante el ensayo de células muertas de Azul de
Tripan.

Descripcion detallada de las modalidades ilustrativas

Las composiciones y métodos descritos pueden entenderse mas facilmente mediante la referencia a la siguiente
descripcion detallada tomada junto con las figuras adjuntas, que forman parte de esta descripcion.

La referencia a un valor numérico particular incluye al menos ese valor particular, a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. Cuando se expresa un intervalo de valores, otra modalidad incluye desde un valor particular y/o
hasta otro valor particular. Ademas, la referencia a los valores establecidos en intervalos incluye todos y cada uno de los
valores dentro de ese intervalo. Todos los intervalos son inclusivos y combinables.

Cuando los valores se expresan como aproximaciones, mediante el uso del antecedente "aproximadamente", se
entendera que el valor particular forma otra modalidad.

Como se usa en la presente descripcion, las formas singulares "un”, "una" y "el/la" incluyen el plural.
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En la presente descripcion se usan las siguientes abreviaturas: virus del papiloma humano (HPV); Células escamosas
atipicas de importancia indeterminada (ASC-US); Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL); Células escamosas
atipicas - no pueden excluir HSIL (ASC-H); Lesion intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL); Carcinoma de células
escamosas (SCC); Células glandulares anormales (AGC); Neoplasia intraepitelial de cuello uterino 1 (CIN1); Neoplasia
intraepitelial de cuello uterino 2 (CIN2); Neoplasia intraepitelial de cuello uterino 3 (CIN3); Carcinoma in situ (CIS);
Carcinoma de Cuello Uterino Invasivo (ICC).

El término "aproximadamente" cuando se usa en referencia a intervalos numéricos, umbrales, o valores especificos se
usa para indicar que los valores enumerados pueden variar hasta en un 10 % del valor enumerado. Como muchos de los
valores numéricos usados en la presente descripcion se determinan experimentalmente, los expertos en la técnica deben
entender que tales determinaciones pueden variar, y muchas veces variaran, entre diferentes experimentos. Los valores
usados en la presente descripcion no deben considerarse indebidamente limitantes en virtud de esta variacién inherente.
Por lo tanto, el término "aproximadamente" se usa para abarcar variaciones de + 10 % o menos, variaciones de 5 % o
menos, variaciones de = 1 % o menos, variaciones de + 0,5 % o menos, o variaciones de + 0,1 % o menos del valor
especificado.

Como se usa en la presente descripcion, "tratar" y términos similares se refieren a reducir la gravedad y/o frecuencia de
los sintomas inducidos por el HPV, eliminar los sintomas inducidos por el HPV y/o la causa subyacente de dichos
sintomas, reducir la frecuencia o probabilidad de los sintomas inducidos por el HPV y/o su causa subyacente, retrasar,
prevenir y/o enlentecer la progresion de los canceres o trastornos proliferativos benignos inducidos por el HPV, y mejorar
o remediar el dafio causado, directa o indirectamente, por las infecciones por HPV. Como se usa en la presente
descripcién, la frase "dosis con eficacia terapéutica" se refiere a una cantidad de una composicidon que comprende
lopinavir, 0 mas preferentemente lopinavir y ritonavir, como se describe en la presente descripcion, eficaz para lograr un
resultado biolégico o terapéutico particular tal como, pero que no se limita a, resultados bioldgicos o terapéuticos descritos,
o ejemplificados en la presente descripcion. La dosis con eficacia terapéutica puede variar de acuerdo con factores tales
como el estado de la enfermedad, edad, sexo, y peso del individuo, y la capacidad de la composicién de inducir una
respuesta deseada en un sujeto. Tales resultados incluyen, pero no se limitan a, la reduccion, remisién y/o regresion de
la enfermedad maligna o la prevencion del desarrollo de la enfermedad maligna, segun lo que se determina por cualquier
medio adecuado en la técnica.

Como se usa en la presente descripcion, "sujeto" incluye un vertebrado, mamifero, animal doméstico o preferentemente
un ser humano.

El "vehiculo aceptable farmacéuticamente" puede ser cualquier vehiculo fisiolégico conocido por los expertos en la técnica,
que sea Util en la formulaciéon de composiciones farmacéuticas.

Como se usa en la presente descripcion, "6vulo" se refiere a una crema o gel que contiene supositorios solidos o
semisolidos configurados para su insercion dentro de la vagina.

En la presente descripcion se describen composiciones que comprenden lopinavir y ritonavir para usar como un
medicamento en el tratamiento del cancer o trastornos proliferativos benignos (verrugas) o en la prevencion del desarrollo
del cancer. Al contrario de lo que se conoce en la técnica anterior, los inventores descubrieron que, si bien se pensaba
anteriormente que ritonavir tenia poca o conocida eficacia en el tratamiento de afecciones relacionadas con el HPV (ver,
por ejemplo, WO2005/053694), lopinavir y ritonavir actdan sinérgicamente para tratar e inhibir la progresion de tales
afecciones, con la combinacion de agentes activos que produce resultados inesperadamente superiores sobre el uso de
cualquiera de los agentes activos solos.

Las composiciones de acuerdo con el primer aspecto de la invencién son Utiles en el tratamiento del cancer y
particularmente Utiles para prevenir el desarrollo de canceres. En consecuencia, los sujetos normales (es decir, sujetos
sin cancer detectable), los sujetos con células premalignas o particularmente los sujetos propensos al cancer pueden
tratarse de acuerdo con la invencion (preferentemente mediante la administracion topica de los inhibidores) con el fin de
prevenir el desarrollo de cancer.

Ademas, se describe la prevencion y el tratamiento de una amplia gama de canceres tales como el carcinoma de ovario,
carcinoma de mama, carcinoma de pulmon, carcinoma uterino, carcinoma de cuello uterino y carcinoma de tiroides. La
invencion es aplicable, ademas, en afecciones propensas al cancer, afecciones precancerosas y canceres causados por
virus oncogénicos del HPV, por ejemplo, formas de virus de papiloma humano (HPV) de alto riesgo o incluso de bajo
riesgo.

De acuerdo con una modalidad preferida de la invencion, las composiciones pueden administrarse para tratar, y
particularmente prevenir, el desarrollo de canceres de cuello uterino causados por el HPV (particularmente tipos de HPV
de alto riesgo tales como el HPV16). La sorprendente eficacia de las composiciones usadas de acuerdo con el primer
aspecto de la invencién contra HSIL/CIN relacionadas con el HPV en humanos, no pudo predecirse a partir de ninguno
de los estudios de ensayos in vitro, in vivo o ensayos clinicos realizados hasta la fecha.

En los paises desarrollados que tienen programas de deteccion de cancer de cuello uterino, las pruebas del HPV y la
5
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citologia del cuello uterino se encuentran actualmente en un estado de cambio. En la actualidad, el frotis del cuello uterino
(o prueba de Papanicolaou) generalmente se realiza antes de la prueba del HPV con los siguientes procedimientos en
dependencia de los resultados obtenidos. Sin embargo, en dependencia de la ubicacion geografica, la prueba del HPV
puede administrarse primero. La Tabla 1 muestra un protocolo de manejo recomendado tipico que se basa en los
resultados combinados de las pruebas del HPV y Papanicolaou.

Tabla 1: Manejo recomendado de pruebas combinadas de HPV y Papanicolaou

Prueba de HPV Prueba de Pap Manejo

Negativo Negativo Repita la prueba en 5 afios
Cualquiera Negativo Repita la prueba en 3 afios
Negativo ASC-US Repita la prueba en 3 afios
Negativo LSIL Repita la prueba en 6-12 meses
No realizado ASC-US Repita la prueba en 6-12 meses
Positivo Negativo Repita la prueba en 6-12 meses
No realizado LSIL Colposcopia inmediata

Positivo LSIL Colposcopia inmediata
Cualquiera ASC-H Colposcopia inmediata

Positivo ASC-US Colposcopia inmediata
Cualquiera HSIL Colposcopia inmediata
Cualquiera SCC Colposcopia inmediata
Cualquiera AGC Colposcopia inmediata

Tabla 1 Acronimos: células escamosas atipicas de importancia indeterminada (ASC-US); Lesion
intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL); Células escamosas atipicas: no pueden excluir
HSIL (ASC-H); Lesion intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL); Carcinoma de células
escamosas (SCC); Células glandulares anormales (AGC). Tomado de Schiffman, M., Solomon,
D., Clinical practice. Cervical-cancer screening with human papillomavirus and cytologic
cotesting. N Engl J Med. 2013, 369(24):2324-31

Los resultados de patologia que se obtuvieron de las biopsias tomadas en la colposcopia se describen como: Neoplasia
intraepitelial del cuello uterino 1 (CIN1); Neoplasia intraepitelial del cuello uterino 2 (CIN2); Neoplasia intraepitelial del
cuello uterino 3 (CIN3); Carcinoma in situ (CIS); Carcinoma del cuello uterino Invasivo (ICC). El CIN1 negativo para el
HPV es clinicamente equivalente al LSIL y en la actualidad se vuelve a evaluar en 6-12 meses (observar y esperar).

Este protocolo de gestion que se recomienda representa la mejor practica clinica actual para evaluar a mujeres mayores
de 25 anos. Puede verse que se recomienda la colposcopia inmediata para cualquier mujer con citologia LSIL o superior
(HSIL, etc.) en ausencia de una prueba de HPV. Las mujeres con LSIL que muestran ser HPV negativo, vuelven a
evaluarse en 6-12 meses.

Una ventana de oportunidad preferida para el uso de compuestos de acuerdo con el primer aspecto de la invencion es
entre el momento del diagnéstico inicial de la enfermedad con HPV positivo (ASC-US, LSIL, ASC-H, HSIL) hasta la
colposcopia, que generalmente toma aproximadamente 2 semanas o mas, en dependencia de los tiempos de espera.
Segun lo que se observa en la colposcopia, se toma la decision de tratar con cirugia en esa visita (Ver y Tratar) o tomar
biopsias para patologia, lo que requiere una visita adicional para la colposcopia aproximadamente un mes después.
Claramente, si las visitas para la colposcopia se programan adecuadamente, puede ser ventajoso que el tratamiento de
acuerdo con la invencién elimine la necesidad de cirugia.

Se prefiere que las composiciones se formulen en un medicamento que sea adecuado para la aplicacién topica. En una
modalidad mas preferida, el medicamento se formula de tal manera que sea adecuado para la administracion tépica de
los ingredientes activos al cuello uterino (por ejemplo, como un gel, crema, capsula blanda, o pesario) para prevenir el
desarrollo del cancer del cuello uterino o para tratarlo (por ejemplo, cancer debido a tipos de HPV de alto riesgo, tales
como el HPV16).

Lopinavir (CAS# 192725-17-0) es un inhibidor de proteasa quimicamente designado como [1S-[1R*(R*), 3R*, 4R*]]-N-[4-

[(2,6-dimetilfenoxiOacetillamino]-3-hidroxi-5-fenil-1-(fenilmetil)pentilltetrahidro-alfa-(1-metiletil)-2-oxo-1(2H)-
pirimidinacetamida. Tiene la férmula molecular C37H4sN+Osy un peso molecular de 628,80.
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Ritonavir (CAS# 155214-67-5) es un inhibidor de proteasa quimicamente designado como 10-hidroxi-2-metil-5-(1-
metiletil)-1-[2-(1-metiletil)-4-tiazolil]-3,6-dioxo-8, acido 11bis (fenilmetil)-2,4,7,12-tetrazatridecan-13-oico, 5-
tiazolilmetiléster, [5S-(5R*, 8R*,10R8,11R*)]. Tiene la férmula molecular C37H4sNsO5S2 y un peso molecular de 720,95.

Se conocen productos farmacéuticos que combinan lopinavir y ritonavir. Por ejemplo, LOPIMUNE® es comercializado por
Cipla. Otro ejemplo es KALETRA®, que comercializa Abbott/Abbvie para el tratamiento de infecciones por VIH. Emcure,
Ranbaxy, Hetero y Matrix fabrican otros productos.

A manera de ejemplo, KALETRA® se usa por via oral y esta disponible para el consumo oral como una soluciéon que
comprende 80 mg de lopinavir y 20 mg de ritonavir por mililitro o como una capsula blanda para administracion oral que
comprende 133,3 mg de lopinavir y 33,3 mg de ritonavir.

Inesperadamente, se ha encontrado que las versiones de capsulas blandas de productos farmacéuticos que comprenden
lopinavir y ritonavir (por ejemplo, LOPIMUNE o KALETRA®) pueden administrarse por via topica (por ejemplo, insertarse
en la vagina para el tratamiento del cuello uterino) para la prevencion o el tratamiento de afecciones cancerosas o para la
prevencion o tratamiento de infecciones virales oncogénicas. En consecuencia, la formulacién en capsula blanda de
KALETRA® es un ejemplo de una formulacidon que puede usarse para aplicacion topica de acuerdo con la invencion,
aunque existen formas del medicamento en tableta dura que también pueden ser Utiles para aplicacién tépica directa.

Las capsulas blandas KALETRA® comprenden acido oleico, propilenglicol, aceite de ricino PEG 35, agua purificada,
gelatina, sorbitol, poliol especial, didxido de titanio, amarillo ocaso FCF CI15985, triglicéridos de cadena media, lecitina y
una tinta de impresion negra (por ejemplo, Opacode WBNSP-78-17734 negro con ARTG No. 3791). Se apreciara que
estos ingredientes pueden variarse.

Sin embargo, las capsulas blandas de KALETRA® estan formuladas para la ingestion oral y, en las modalidades
preferidas, se prefiere que lopinavir y ritonavir se formulen para adaptarse a la forma en que se administraran topicamente
como se discute con mas detalle a continuacion. Por ejemplo, en las formulaciones preferidas para la aplicacion topica en
el cuello uterino, la composicidn no incluye pigmentos, tintes ni tintas. En modalidades ilustrativas, las formulaciones para
aplicacion topica al cuello uterino no incluyen diéxido de titanio, amarillo FCF CI15985 ni una tinta negra de impresion.

Las composiciones preferidas para usar de acuerdo con la invencidn son supositorios vaginales y évulos que comprenden
lopinavir y ritonavir, que al menos excluyen el uso de capsulas blandas de KALETRA®. Tales supositorios vaginales, u
ovulos, pueden estar entre aproximadamente 2 y 8 gramos. Tales supositorios vaginales, u évulos, tipicamente pueden
usar polietilenglicol como vehiculo principal para los inhibidores. El equilibrio del vehiculo puede componerse de acido
oleico, PEG 35, aceite de ricino, agua purificada, gelatina y poliol especial de sorbitol, etc. El Lopinavir y el Ritonavir son
practicamente insolubles en agua y se prefiere que tales bases organicas (o equivalentes de estas) se formulen en tales
supositorios vaginales.

Las composiciones descritas no solo son Utiles para tratar canceres reales, sino que ademas son sorprendentemente
Utiles para prevenir el desarrollo de cancer, particularmente en pacientes que pueden presentar cualquiera de las lesiones
precancerosas descritas previamente en pacientes con HPV positivo. En consecuencia, las composiciones que
comprenden Lopinavir y Ritonavir pueden usarse ventajosamente como un profilactico.

Las composiciones pueden administrarse a sujetos con una disposicion genética para desarrollar cancer (mas
particularmente carcinoma del cuello uterino) o incluso aquellos que enfrentan riesgo ambiental (por ejemplo, personas
expuestas a carcinégenos). En una modalidad preferida, las composiciones pueden administrarse a mujeres que estan
en riesgo de desarrollar cancer. Tales mujeres pueden incluir aquellas a las que se les ha diagnosticado una infeccion por
HPV de alto riesgo en el tracto urogenital (y particularmente en el cuello uterino). En el momento del diagndstico, es
posible que no haya ninguna evidencia clinica de que tales mujeres tengan un carcinoma del cuello uterino o incluso
células precancerosas del cuello uterino, aunque se cree que las mujeres con tales infecciones corren el riesgo de
desarrollar cancer del cuello uterino. Las composiciones pueden aplicarse tépicamente al cuello uterino de mujeres con
una infeccion viral del cuello uterino con el fin de tratar la infeccion viral y de esta manera prevenir el desarrollo de cancer
en una fecha futura.

Las composiciones pueden usarse como una monoterapia para prevenir o tratar el cancer (es decir, el uso de los dos
inhibidores en una combinacion unica) o en combinacion con otros compuestos o tratamientos que se usan en la terapia
contra el cancer (por ejemplo, agentes quimioterapéuticos, radioterapia).

Lo mas preferido es que las composiciones se usen para tratar humanos (por ejemplo, mujeres con, o en riesgo, de
desarrollar cancer de cuello uterino). Sin embargo, se apreciara que las composiciones, ademas, pueden tener algun uso
veterinario.

Los medicamentos que se usan de acuerdo con la invencién pueden tomar varias formas diferentes en dependencia, en
particular, de la manera en que el medicamento se aplicara topicamente. Asi, por ejemplo, el medicamento puede estar
en forma de un polvo, tableta, capsula, liquido, pomada, crema, gel, hidrogel, évulo, supositorio, aerosol, pulverizacion,
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micela, liposoma o cualquier otra forma adecuada que pueda administrarse a una persona o animal. Se apreciara que el
vehiculo del medicamento de la invencion debe ser uno que sea bien tolerado por el sujeto al que se le da y que permita
la administracion de los inhibidores al sitio afectado o al sitio diana.

En algunos aspectos, las composiciones pueden formularse para uso topico (por ejemplo, como geles, cremas o
pomadas). Por ejemplo, cuando se usa para tratar (o prevenir el desarrollo de) cancer de cuello uterino, las composiciones
pueden formularse como geles, cremas o pomadas que pueden aplicarse directamente al cuello uterino mediante
procedimientos que se conocen en la técnica. Alternativamente, las composiciones pueden formularse como un
supositorio vaginal (o incorporarse dentro de un pesario) de acuerdo con los procedimientos que se conocen en la técnica.

En otros aspectos, los medicamentos pueden estar en forma de un dvulo. El évulo puede comprender una crema o gel
ubicado dentro de un recubrimiento, el recubrimiento se configura para fundirse y liberar la crema o gel tras su
administracion intravaginal. Alternativamente, el 6vulo puede consistir en una crema o gel que se configura para fundirse
al administrarse por via intravaginal. Las composiciones ademas pueden formularse como una capsula blanda en donde
la capa externa de la capsula se disuelve adecuadamente en el sitio de aplicacién para permitir la liberacion de las
composiciones. Por ejemplo, inesperadamente, se ha establecido que las capsulas blandas KALETRA® (o similares)
pueden administrarse al cuello uterino de una mujer que necesita tratamiento. En consecuencia, tales capsulas son
efectivas para la administracion tépica de cantidades con eficacia terapéutica de lopinavir y ritonavir al cuello uterino
cuando se insertan en la vagina de un sujeto. Sin embargo, como se mencion6 anteriormente, las modalidades preferidas
de la invencioén excluyen el uso de composiciones de lopinavir/ritonavir tales como KALETRA® (o similar) que realmente
se han formulado para administracion oral y las modalidades preferidas incluyen composiciones de lopinavir/ritonavir
formuladas para administracion topica (por ejemplo, para el cuello uterino).

Se apreciara que la cantidad de lopinavir y ritonavir que se requiere estd determinada por la actividad biologica y la
biodisponibilidad, que a su vez depende, en parte, del modo preciso de administracion, las propiedades fisicoquimicas de
la composicion empleada, y si las composiciones se usan como una monoterapia o en una terapia combinada con otros
agentes anticancerigenos o anti HIV orales o topicos. De hecho, ademas es posible que pueda aplicarse lopinavir/ritonavir
tépico ademas de la dosificacién oral de los mismos compuestos u otros inhibidores de proteasa contra el HIV. La
frecuencia de administracion, ademas, estara influida por los factores que se mencionaron anteriormente y particularmente
por la vida media del compuesto dentro del sujeto que se trata.

Las dosis diarias pueden administrarse como una administracién Unica (por ejemplo, como una capsula blanda, supositorio
vaginal, 6vulo o pesario). Alternativamente, la administracion puede ser dos o mas veces durante un dia. Como ejemplo,
las composiciones (para prevenir el desarrollo de cancer de cuello uterino) pueden administrarse topicamente dos veces
al dia.

Los expertos en la técnica pueden determinar las dosificaciones 6ptimas que se administran, y que variaran con la
fortaleza de la preparacion, el modo de administracion, y el avance de la afeccion de la enfermedad. Los factores
adicionales que dependen del sujeto particular que se trata resultaran en una necesidad de ajustar las dosificaciones, que
incluye, por ejemplo, la edad del sujeto, el peso, el sexo, la dieta, y el momento de administracion.

Las cantidades adecuadas de lopinavir en las composiciones que se describen incluyen de aproximadamente 0,1 mg a
aproximadamente 2,0 g. En algunas modalidades, la cantidad de lopinavir en la composicién puede ser de
aproximadamente 10 mg a aproximadamente 1,5 g. En algunas modalidades, la cantidad de lopinavir en la composicion
puede ser de aproximadamente 100 mg a aproximadamente 1,0 g. En algunas modalidades, la cantidad de lopinavir en
la composicion puede ser de aproximadamente 150 mg a aproximadamente 900 mg. En algunas modalidades, la cantidad
de lopinavir en la composicion puede ser de aproximadamente 250 mg a aproximadamente 800 mg. En algunas
modalidades, la cantidad de lopinavir en la composicién puede ser de aproximadamente 350 mg a aproximadamente 700
mg. En algunas modalidades, la cantidad de lopinavir en la composicion puede ser de aproximadamente 500 mg a
aproximadamente 600 mg.

La cantidad adecuada de ritonavir en las composiciones que se describen incluye de aproximadamente 0,1 mg a
aproximadamente 500 mg. En algunas modalidades, la cantidad de ritonavir en la composicion puede ser de
aproximadamente 10 mg a aproximadamente 400 mg. En algunas modalidades, la cantidad de ritonavir en la composicion
puede ser de aproximadamente 20 mg a aproximadamente 300 mg. En algunas modalidades, la cantidad de ritonavir en
la composicion puede ser de aproximadamente 30 mg a aproximadamente 200 mg. En algunas modalidades, la cantidad
de ritonavir en la composicién puede ser de aproximadamente 50 mg a aproximadamente 100 mg.

Para un adulto humano, entre aproximadamente 0,1 mg y aproximadamente 2,0 g de lopinavir, y aproximadamente 0,1
mg y aproximadamente 500 mg de ritonavir pueden administrarse preferentemente por via topica al tejido diana por dia.
Preferentemente, entre aproximadamente 10 mg y aproximadamente 1,0 g de lopinavir y aproximadamente 5 mg y
aproximadamente 200 mg de ritonavir pueden administrarse tépicamente al tejido diana por dia. Con mayor preferencia,
entre aproximadamente 100 mg y aproximadamente 600 mg de lopinavir y entre aproximadamente 30 mg vy
aproximadamente 175 mg de ritonavir pueden administrarse tépicamente al tejido diana por dia.
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En una modalidad, pueden administrarse aproximadamente 266,6 mg de lopinavir y aproximadamente 66,6 mg de ritonavir
por dia al cuello uterino de una mujer. Esto puede lograrse mediante la insercion, dos veces al dia, de una capsula blanda
de gel de Lopimune que contiene 133,3 mg de lopinavir y 33,3 mg de ritonavir en la vagina de la mujer que esta en
tratamiento.

En otra modalidad, pueden administrarse aproximadamente 533 mg de lopinavir y aproximadamente 126 mg de ritonavir
por dia para tratar el cuello uterino de una mujer. Esto puede lograrse mediante la insercion, dos veces al dia, de dos
capsulas blandas de gel de Lopimune que contienen 133,3 mg de lopinavir y 33,3 mg de ritonavir en la vagina de la mujer
que esta en tratamiento.

En una modalidad adicional, pueden administrarse entre aproximadamente 400 mg aproximadamente 600 mg de lopinavir
y aproximadamente 100 mg y aproximadamente 150 mg de ritonavir por dia para tratar el cuello uterino de una mujer.
Esto puede administrarse como un supositorio vaginal tnico, o un évulo, una vez al dia (preferentemente la ultima cosa
por la noche) y lo ideal es que se aplique entre 2 - 4 semanas.

La relacion de lopinavir a ritonavir en el medicamento puede variarse. Las relaciones adecuadas de lopinavir a ritonavir
en la composicion incluyen, por ejemplo, de aproximadamente 1:10 a aproximadamente 10: 1. En algunas modalidades,
la relacion de lopinavir a ritonavir en la composicion es de aproximadamente 1:1. En algunas modalidades, la relacién de
lopinavir a ritonavir en la composicién es de aproximadamente 2:1. En algunas modalidades, la relacion de lopinavir a
ritonavir en la composicion es de aproximadamente 3:1. En algunas modalidades, la relacion de lopinavir a ritonavir en la
composicion es de aproximadamente 4:1. En algunas modalidades, la relacion de lopinavir a ritonavir en la composicion
es de aproximadamente 5:1. En algunas modalidades, la relacién de lopinavir a ritonavir en la composicion es de
aproximadamente 10:1. En algunas modalidades, la relacién de lopinavir a ritonavir en la composicion es de
aproximadamente 1:1 a aproximadamente 4.1. En otras modalidades, la relacion de lopinavir a ritonavir en la composicion
es de aproximadamente 1:1 a menos de 4:1. En algunos aspectos, se prefiere que la relaciéon de lopinavir a ritonavir sea
de aproximadamente 4:1. En otros aspectos, se prefiere que la relacién de lopinavir a ritonavir sea inferior a 4:1.
Preferentemente, la relacion lopinavir:ritonavir exhibe una eficacia sinérgica por encima y mas alla de lo que cabria esperar
del uso de cualquiera de los agentes activos solos.

El medicamento puede administrarse a un sujeto durante todo el tiempo que requiera el tratamiento. El periodo de tiempo
durante el cual se requerira tratamiento dependera de la afecciéon exacta que se encuentra en tratamiento o en prevencion
y su gravedad. Un experto apreciara que el tratamiento debe mantenerse habida cuenta de una serie de factores que
incluiran cualquier requisito para erradicar el virus oncogénico (es decir, el HPV); para reducir o erradicar células con un
fenotipo precanceroso o canceroso; o para reducir o erradicar cualquier tumor. Tipicamente, un curso de tratamiento debe
ser de 2 a 4 semanas, de 7-21 dias o durante aproximadamente 14 dias. Después de este tiempo, un médico puede
evaluar si el curso del tratamiento ha sido exitoso. Después puede tomarse la decisiéon de continuar o no el tratamiento.

Se apreciara que un médico puede desear tener en cuenta la menstruacion al decidir un régimen de tratamiento para
afecciones relacionadas con el cuello uterino. En consecuencia, un régimen de tratamiento preferido puede ser de
aproximadamente 14 - 21 dias y puede administrarse entre las menstruaciones. Un médico puede optar por suspender el
tratamiento topico del cuello uterino durante la menstruacion y reiniciar un nuevo curso de tratamiento en el proximo ciclo
menstrual. A manera de ejemplo, un régimen preferido de tratamiento puede ser: (1) 14 - 21 dias de administracion; (2)
seguido de 1 - 14 dias sin tratamiento (durante el cual pueden ocurrir menstruaciones si se trata el cuello uterino); y (3)
un ciclo adicional de 14 -21 dias de tratamiento si esto se considera médicamente necesario. En una modalidad mas
preferida, el cuello uterino de una mujer puede tratarse de manera que reciba aproximadamente 266,6 mg de lopinavir y
aproximadamente 66,6 mg de ritonavir por dia durante 14 -21 dias; después el tratamiento puede interrumpirse durante 1
- 14 dias y puede realizarse una reevaluacion clinica; después, si es necesario, puede administrarse un segundo ciclo de
tratamiento de aproximadamente 533 mg de lopinavir y aproximadamente 126 mg de ritonavir por dia durante otros 14 -
21 dias. Después del segundo ciclo, puede realizarse una evaluacion clinica adicional y tomar una decision sobre si se
requieren o no ciclos de tratamiento posteriores.

Inesperadamente, un ciclo de tratamiento de 14 dias es muy efectivo para erradicar la infeccion viral oncogénica y reducir
o erradicar las lesiones precancerosas o cancerosas (ver los Ejemplos).

Por medio de un ejemplo adicional, y sin pretender ser limitante, un régimen de tratamiento preferido para tratar el cuello
uterino de una mujer que necesita tratamiento puede ser: (1) 14 - 21 dias de administracion; (2) opcionalmente seguido
de 1 - 14 dias sin tratamiento (durante lo cual puede ocurrir la menstruacion); y (3) un ciclo adicional de 14 - 21 dias de
tratamiento si esto se considera médicamente necesario. Las mujeres pueden tratarse de manera que reciban entre
aproximadamente 400 mg y aproximadamente 600 mg de lopinavir y entre aproximadamente 100 mg y aproximadamente
150 mg de ritonavir por dia como una dosis Unica que idealmente se autoadministra a tltima hora de la noche (es decir,
justo antes de retirarse para dormir).

Ademas, en la presente descripcion se describen composiciones farmacéuticas para aplicacion tépica que comprenden
una cantidad terapéuticamente efectiva de lopinavir y ritonavir y un vehiculo aceptable farmacéuticamente.
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En una modalidad, el vehiculo aceptable farmacéuticamente puede ser un liquido y la composicion puede ser una solucion.
En otra modalidad, el vehiculo puede ser un gel y la composicion puede ser un supositorio o pesario. En una modalidad
adicional, el vehiculo puede ser una emulsion (u otra base aceptable farmacéuticamente) y la composicion puede ser una
crema.

Los vehiculos liquidos se usan en la preparacion de soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes, elixires y
composiciones presurizadas. El ingrediente activo puede disolverse o suspenderse en un vehiculo liquido aceptable
farmacéuticamente, tal como agua, un disolvente organico, una mezcla de ambos o aceites o grasas aceptables
farmacéuticamente. El vehiculo liquido puede contener otros aditivos farmacéuticos adecuados, tales como solubilizantes,
emulsionantes, tampones, conservantes, agentes de suspension, agentes espesantes, colorantes, reguladores de
viscosidad, estabilizadores u osmo-reguladores. Los ejemplos adecuados de vehiculos liquidos incluyen agua (que
contiene aditivos parcialmente como los anteriores, por ejemplo, derivados de celulosa, preferentemente solucion de
carboximetilcelulosa de sodio), alcoholes (incluidos alcoholes monohidricos y alcoholes polihidricos, por ejemplo, glicoles)
y sus derivados, y aceites (por ejemplo, aceite de coco fraccionado y aceite de cacahuete). El vehiculo puede ser, ademas,
un éster aceitoso tal como oleato de etilo y miristato de isopropilo. El vehiculo liquido para las composiciones presurizadas
puede ser un hidrocarburo halogenado u otro propelente aceptable farmacéuticamente.

Se prefiere que la composicion farmacéutica sea un supositorio vaginal. Un experto en la técnica puede elegir vehiculos
convencionales, recubrimientos y otros componentes de supositorios vaginales para formar un supositorio que se
caracterice por el hecho de que comprende cantidades con eficacia terapéutica de lopinavir y ritonavir.

Los supositorios vaginales que se prefieren, tipicamente, pueden usar polietilenglicol como vehiculo principal para
lopinavir y ritonavir. El equilibrio del vehiculo puede componerse de, por ejemplo, de acido oleico, PEG 35, aceite de ricino,
agua purificada, gelatina, poliol especial de sorbitol o cualquier combinacion de estos. El lopinavir y el ritonavir son
practicamente insolubles en agua y se prefiere que tales bases organicas (o equivalentes de estas) se formulen en tales
supositorios vaginales.

El trabajo in vitro publicado previamente sobre la actividad potencial de lopinavir (solo) contra las lineas celulares de
cancer de cuello uterino positivo para HPV sugirié que lopinavir podria tener alguna actividad contra este tipo de células
(Int'l Publ. num. WO2005/053694). Sin embargo, la mayoria de los compuestos que muestran actividad anticancerigena
potencial a partir de los estudios in vitro generalmente no muestran actividad in vivo o en ensayos clinicos en humanos.
Por ejemplo, "[a] pesar de su importancia para las evaluaciones de farmacos, los métodos in vitro estan asediados por
escollos y limitaciones que les son inherentes" (Zips y otros. (2005: In Vivo ene-feb 19 (1) p1-7). De hecho, desde que
comenzo el examen formal en 1955, muchos miles de farmacos han mostrado actividad en modelos basados en cultivos
celulares o animales, pero solo 39 que se usan exclusivamente para quimioterapia, en oposicion a la atencion de apoyo,
han obtenido la aprobacion de la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE.UU. "El problema fundamental
en el descubrimiento de farmacos para el cancer es que los sistemas modelo no son predictivos en absoluto"(Alan Oliff
(Director Ejecutivo, Laboratorios de Investigacion Merck, West Point, Penilvania)).

El esquema tipico de evaluacion de farmacos para el cancer es proceder con una variedad de métodos in vitro que, si
tienen éxito, posteriormente conducen a la prueba en una variedad de modelos experimentales in vivo antes de cualquier
estudio clinico en humanos (Ver Zips y otros mas arriba). La tasa de falla de los compuestos a medida que avanzan a
través de esta cascada de pruebas es muy alta. Por lo tanto, dado que solo se realizaron estudios in vitro limitados sobre
la actividad de lopinavir (solo) contra lineas celulares de cancer de cuello uterino positivas para el HPV, los resultados del
ensayo clinico de las composiciones de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, contra la neoplasia de cuello
uterino relacionada con el HPV en humanos (ver Ejemplos 1 & 2), son completamente novedosos, inesperados y notables.
Ademas, la eficacia de lopinavir solo puede considerarse, ademas, inesperada, y de acuerdo con un aspecto adicional de
la invencidn, se proporciona una composicion que comprende lopinavir para usar como medicamento en el tratamiento
del cancer o trastornos proliferativos benignos (verrugas) o en la prevencion del desarrollo del cancer. En consecuencia,
puede usarse lopinavir como se contempld anteriormente, pero sin la inclusién de ritonavir.

Preferentemente, la composicion farmacéutica comprende una cantidad sinérgica de lopinavir y ritonavir. En algunas
modalidades, por ejemplo, la cantidad sinérgica de lopinavir y ritonavir puede ser de aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 4:1 de lopinavir a ritonavir. En otras modalidades, la cantidad sinérgica de lopinavir a ritonavir puede
ser de aproximadamente 1:1 a menos de 4:1 de lopinavir a ritonavir.

Las composiciones farmacéuticas descritas pueden formularse para el suministro intravaginal. Las formulaciones
adecuadas para el suministro intravaginal incluyen, pero no se limitan a, un gel, crema, pomada, locién, évulo, capsula
blanda, supositorio, pesario, o cualquier combinacién de estos. En algunos aspectos, la composicion farmacéutica puede
formularse como un gel. En algunos aspectos, la composicion farmacéutica puede formularse como una crema. En
algunos aspectos, la composicion farmacéutica puede formularse como una pomada. En algunos aspectos, la
composicion farmacéutica puede formularse como una locién. En algunos aspectos, la composicion farmacéutica puede
formularse como un 6vulo. En algunos aspectos, la composicion farmacéutica puede formularse como una capsula blanda.
En algunos aspectos, la composicion puede formularse como un supositorio. En algunos aspectos, la composicion
farmacéutica puede formularse como un pesario. En algunos aspectos, la composicion farmacéutica puede formularse
como cualquier combinacién de las formulaciones anteriores.
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En una modalidad preferida, la formulacion esta sustancialmente libre de pigmentos, colorantes, y/o tintas. Como se usa
en la presente descripcion, "sustancialmente libre" se refiere a menos del 10 %, preferentemente menos del 5 %,
preferentemente menos del 1 %, preferentemente menos del 0,1 % y preferentemente menos del 0,05 %.

En la presente descripciéon, ademas, se describen métodos para tratar a un paciente que tiene una displasia del cuello
uterino relacionada con el HPV, que comprende administrar a dicho paciente una dosis con eficacia terapéutica de las
composiciones farmacéuticas descritas.

Como se usa en la presente descripcion, "displasia” abarca lesiones preinvasivas y cancer. Las lesiones preinvasivas
relacionadas con el HPV incluyen la lesion intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL), las células escamosas atipicas
de importancia indeterminada (ASCUS), y la lesién intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL). Los canceres
relacionados con el HPV incluyen, por ejemplo, neoplasia intraepitelial del cuello uterino (CIN) y cancer invasivo del cuello
uterino (ICC).

Los métodos descritos pueden usarse para tratar la displasia relacionada con el HPV. En algunos aspectos, por ejemplo,
los métodos descritos pueden usarse para tratar HSIL. En algunos aspectos, los métodos descritos pueden usarse para
tratar ASCUS. En otros aspectos, los métodos descritos pueden usarse para tratar LSIL. En otros aspectos, los métodos
descritos pueden usarse para tratar la CIN. Aln en otras modalidades, los métodos descritos pueden usarse para tratar
ICC. Adicionalmente, los métodos descritos pueden usarse para inhibir la progresion de la displasia relacionada con el
HPV. En algunos aspectos, por ejemplo, los métodos descritos pueden usarse para inhibir la progresion de HSIL. En
algunos aspectos, los métodos descritos pueden usarse para inhibir la progresion de ASCUS. En otros aspectos, los
métodos descritos pueden usarse para inhibir la progresion de LSIL. En otros aspectos, los métodos descritos pueden
usarse para inhibir la progresion del CIN. Aun en otras modalidades, los métodos descritos pueden usarse para inhibir la
progresion de ICC.

La composicién farmacéutica puede reducir la gravedad de la displasia relacionada con el HPV. La gravedad de la
displasia relacionada con el HPV puede medirse y clasificarse mediante, por ejemplo, los cambios en la histologia. Los
métodos para realizar histologia en biopsias de lesiones relacionadas con el HPV son bien conocidos en la técnica. En
algunas modalidades, por ejemplo, los métodos descritos pueden reducir la gravedad del CIN 3. En algunos aspectos, los
métodos descritos pueden reducir la gravedad de CIN3 a CIN2. En otros aspectos, los métodos descritos pueden reducir
la gravedad del CIN3 a CIN1. En otros aspectos, los métodos descritos pueden reducir la gravedad del CIN3 a HPV
negativo. En otros aspectos, los métodos descritos pueden reducir la gravedad del CIN2 a CIN1. En otros aspectos, los
métodos descritos pueden reducir la gravedad del CIN2 a HPV negativo. En otros aspectos, los métodos descritos pueden
reducir la gravedad del CIN1 a HPV negativo.

En algunos aspectos de los métodos, el paciente tiene una citologia del cuello uterino (por ejemplo, de un frotis de PAP)
de HSIL, ASCUS, o LSIL. La administracion de la composiciéon farmacéutica al paciente puede reducir la citologia del
cuello uterino. En algunos aspectos, la citologia del cuello uterino se reduce de HSIL a una citologia normal. En algunos
aspectos, la citologia del cuello uterino se reduce de HSIL a ACSUS. En algunos aspectos, la citologia del cuello uterino
se reduce de HSIL a LSIL. En algunos aspectos, la citologia del cuello uterino se reduce de ACSUS a una citologia normal.
En algunos aspectos, la citologia del cuello uterino se reduce de LSIL a una citologia normal.

Los analisis histologicos para evaluar y/o calificar la gravedad de la displasia relacionada con el HPV y la deteccion
citolégica pueden realizarse en cualquier periodo de tiempo adecuado antes, durante, y/o después del tratamiento con las
composiciones descritas. En algunas modalidades, los métodos comprenden, ademas, el control del paciente posterior al
tratamiento. Los plazos adecuados para el control posterior al tratamiento incluyen, pero no se limitan a, 4 semanas, 8
semanas, 12 semanas, 16 semanas, 20 semanas, 24 semanas, 28 semanas, 32 semanas, 36 semanas, 40 semanas, 44
semanas, 48 semanas, 0 52 semanas después del tratamiento con las composiciones farmacéuticas descritas. En algunos
aspectos, por ejemplo, puede realizarse una evaluacion histologica al inicio del estudio (antes del tratamiento) y 6 meses
después del tratamiento para evaluar los cambios en el estado del CIN. En otros aspectos, puede realizarse un examen
citolégico al inicio y 6 meses después del tratamiento para evaluar los cambios en la citologia del cuello uterino. Aun en
otros aspectos, puede realizarse una evaluacion histoloégica y un examen citologico al inicio y 6 meses después del
tratamiento para evaluar los cambios en el estado del CIN y la citologia del cuello uterino, respectivamente.

La extension y el grado de una displasia relacionada con el HPV pueden reducirse durante un periodo de
aproximadamente 4 semanas a aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos
aspectos, la extension y el grado histoldgico de la displasia pueden reducirse de aproximadamente 4 semanas a
aproximadamente 46 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, la extension y el grado
histolégico de la displasia pueden reducirse de aproximadamente 4 semanas a aproximadamente 40 semanas después
de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden
reducirse de aproximadamente 4 semanas a aproximadamente 34 semanas después de administrar dicha composicion.
En algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden reducirse de aproximadamente 4 semanas
a aproximadamente 28 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, la extension y el grado
histolégico de la displasia pueden reducirse de aproximadamente 4 semanas a aproximadamente 24 semanas después
de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden
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reducirse de aproximadamente 4 semanas a aproximadamente 18 semanas después de administrar dicha composicion.
En algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden reducirse de aproximadamente 4 semanas
a aproximadamente 12 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, la extension y el grado
histolégico de la displasia pueden reducirse de aproximadamente 6 semanas a aproximadamente 10 semanas después
de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden
reducirse de aproximadamente 8 semanas a aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha composicion.
En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la displasia pueden reducirse de aproximadamente 12
semanas a aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, la extension
y el grado histoloégico de la displasia pueden reducirse de aproximadamente 18 semanas a aproximadamente 52 semanas
después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la displasia pueden
reducirse de aproximadamente 24 semanas a aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha composicion.
En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la displasia pueden reducirse de aproximadamente 30
semanas a aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, la extension
y el grado histolégico de la displasia pueden reducirse de aproximadamente 36 semanas a aproximadamente 52 semanas
después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la displasia pueden
reducirse de aproximadamente 42 semanas a aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha composicion.
En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la displasia pueden reducirse de aproximadamente 48
semanas a aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha composicion.

En algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 4
semanas después de administrar dicha composicién. En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la
displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 5 semanas después de administrar dicha composiciéon. En
algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 6
semanas después de administrar dicha composicién. En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la
displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 7 semanas después de administrar dicha composiciéon. En
algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 8
semanas después de administrar dicha composicién. En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la
displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 9 semanas después de administrar dicha composiciéon. En
algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 10
semanas después de administrar dicha composicién. En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la
displasia pueden reducirse, dentro de aproximadamente 11 semanas después de administrar dicha composicion. En
algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 12
semanas después de administrar dicha composicién. En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la
displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 16 semanas después de administrar dicha composicién. En
algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 20
semanas después de administrar dicha composicién. En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la
displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 24 semanas después de administrar dicha composicién. En
algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 28
semanas después de administrar dicha composicién. En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la
displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 32 semanas después de administrar dicha composicién. En
algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 36
semanas después de administrar dicha composicién. En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la
displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 40 semanas después de administrar dicha composicién. En
algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 44
semanas después de administrar dicha composicién. En algunos aspectos, la extension y el grado histolégico de la
displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 48 semanas después de administrar dicha composicién. En
algunos aspectos, la extension y el grado histologico de la displasia pueden reducirse dentro de aproximadamente 52
semanas después de administrar dicha composicion.

El grado de citologia del cuello uterino puede reducirse de manera similar de aproximadamente 4 semanas a
aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del
cuello uterino se reduce de aproximadamente 4 semanas a aproximadamente 46 semanas después de administrar dicha
composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se reduce de aproximadamente 4 semanas a
aproximadamente 40 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del
cuello uterino se reduce de aproximadamente 4 semanas a aproximadamente 34 semanas después de administrar dicha
composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se reduce de aproximadamente 4 semanas a
aproximadamente 28 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del
cuello uterino se reduce de aproximadamente 4 semanas a aproximadamente 24 semanas después de administrar dicha
composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se reduce de aproximadamente 4 semanas a
aproximadamente 18 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del
cuello uterino se reduce de aproximadamente 4 semanas a aproximadamente 12 semanas después de administrar dicha
composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se reduce de aproximadamente 6 semanas a
aproximadamente 10 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del
cuello uterino se reduce de aproximadamente 8 semanas a aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha
composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se reduce de aproximadamente 12 semanas a
aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del
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cuello uterino se reduce de aproximadamente 18 semanas a aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha
composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se reduce de aproximadamente 24 semanas a
aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del
cuello uterino se reduce de aproximadamente 30 semanas a aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha
composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se reduce de aproximadamente 36 semanas a
aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del
cuello uterino se reduce de aproximadamente 42 semanas a aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha
composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se reduce de aproximadamente 48 semanas a
aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha composicion.

En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 4 semanas después
de administrar dicha composicién. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se redujo dentro de
aproximadamente 5 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del
cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 6 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos
aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 7 semanas después de administrar
dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 8
semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se
redujo dentro de aproximadamente 9 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado
de citologia del cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 10 semanas después de administrar dicha
composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 11
semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se
redujo dentro de aproximadamente 12 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado
de citologia del cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 16 semanas después de administrar dicha
composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 20
semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se
redujo dentro de aproximadamente 24 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado
de citologia del cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 28 semanas después de administrar dicha
composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 32
semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se
redujo dentro de aproximadamente 36 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado
de citologia del cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 40 semanas después de administrar dicha
composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 44
semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado de citologia del cuello uterino se
redujo dentro de aproximadamente 48 semanas después de administrar dicha composicion. En algunos aspectos, el grado
de citologia del cuello uterino se redujo dentro de aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha
composicion.

La dosis con eficacia terapéutica de las composiciones farmacéuticas descritas puede administrarse durante
aproximadamente 1 semana a aproximadamente 4 semanas. Después de este tiempo, un médico puede evaluar si el
curso del tratamiento ha sido exitoso. Después puede tomarse la decisién de continuar o no el tratamiento.

Se apreciara que un médico puede desear tener en cuenta la menstruacion al decidir un régimen de tratamiento para
afecciones relacionadas con el cuello uterino. En consecuencia, un régimen de tratamiento preferido puede ser de
aproximadamente 14 - 21 dias y puede administrarse entre las menstruaciones. Un médico puede optar por suspender el
tratamiento topico del cuello uterino durante la menstruacion y reiniciar un nuevo curso de tratamiento en el proximo ciclo
menstrual. A manera de ejemplo, un régimen preferido de tratamiento puede ser: (1) 14 - 21 dias de administracion; (2)
seguido de 1 - 14 dias sin tratamiento (durante el cual pueden ocurrir menstruaciones si se trata el cuello uterino); y (3)
un ciclo adicional de 14 -21 dias de tratamiento si esto se considera médicamente necesario. En una modalidad mas
preferida, el cuello uterino de una mujer puede tratarse de manera que reciba aproximadamente 266,6 mg de lopinavir y
aproximadamente 66,6 mg de ritonavir por dia durante 14 -21 dias; después el tratamiento puede interrumpirse durante 1
- 14 dias y puede realizarse una reevaluacion clinica; después, si es necesario, puede administrarse un segundo ciclo de
tratamiento de aproximadamente 533 mg de lopinavir y aproximadamente 126 mg de ritonavir por dia durante otros 14 -
21 dias. Después del segundo ciclo, puede realizarse una evaluacion clinica adicional y tomar una decision sobre si se
requieren o no ciclos de tratamiento posteriores.

Inesperadamente, un ciclo de tratamiento de 14 dias es muy efectivo para erradicar la infeccion viral oncogénica y reducir
o erradicar las lesiones precancerosas o cancerosas (ver los Ejemplos).

Por medio de un ejemplo adicional, y sin pretender ser limitante, un régimen de tratamiento preferido para tratar el cuello
uterino de una mujer que necesita tratamiento puede ser: (1) 14 - 21 dias de administracion; (2) opcionalmente seguido
de 1 - 14 dias sin tratamiento (durante lo cual puede ocurrir la menstruacion); y (3) un ciclo adicional de 14 - 21 dias de
tratamiento si esto se considera médicamente necesario. Las mujeres pueden tratarse de manera que reciban entre
aproximadamente 400 mg y aproximadamente 600 mg de lopinavir y entre aproximadamente 100 mg y aproximadamente
150 mg de ritonavir por dia como una dosis vaginal Unica que idealmente se autoadministra a ultima hora de la noche (es
decir, justo antes retirarse para dormir).
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En algunas modalidades, la composicion puede administrarse dos veces al dia durante 14 dias.
En algunas modalidades, la composicion induce apoptosis de células infectadas por HPV.
EJEMPLOS

Ejemplo 1 - la combinaciéon de lopinavir y ritonavir es Util para prevenir o tratar afecciones malignas causadas por
infecciones por HPV

Se realizaron experimentos para demostrar que una combinacién de lopinavir y ritonavir era util para prevenir o tratar
afecciones malignas causadas por infecciones por HPV. Las capsulas blandas de gel de Lopimune (Kaletra®) se usaron
para ilustrar la eficacia de la terapia combinada de lopinavir y ritonavir.

Métodos experimentales

Caracteristicas del paciente: Sujeto a la aprobacién del Comité de Etica del Hospital Nacional de Kenyatta, mas de 800
mujeres de Kenia tuvieron la oportunidad de hacerse una prueba gratuita de Virus del Papiloma Humano (HPV) (Cervista®
HR Hologic Inc., EE.UU.) seguida de prueba de citologia de cuello uterino de base liquida (LBC) (ThinPrep®, Hologic Inc.,
EE.UU.). Los sujetos del estudio se reclutaron de pacientes que asistian a la Clinica de Planificacion Familiar y de
Ginecologia para pacientes ambulatorios del Hospital Nacional Kenyatta en Nairobi de acuerdo con los siguientes criterios:

Inclusion:

1. Debe ser mayor de 18 afios.

2. Estuvo de acuerdo libremente para unirse al estudio después de una amplia informacion y asesoramiento y acordé dar
su consentimiento informado por escrito.

3. Fueron capaces de recibir y comprender la informacion verbal y escrita sobre el estudio.

4. Listo y dispuesto a cumplir con el cronograma de seguimiento del estudio.

Exclusion:

1. Menores de 18 afios de edad.

2. No cumplir con los criterios de inclusién anteriores.

3. Condiciones preexistentes en las que el muestreo de sangre puede aumentar el riesgo de complicaciones, por ejemplo,
enfermedad de células falciformes.

4. Una prueba de HIV positiva.

5. Pacientes que estan demasiado enfermas para dar su consentimiento informado.

Se recogieron muestras de ThinPrep® LBC de mas de 800 mujeres que cumplieron los criterios de inclusion anteriores
en Nairobi entre el 1 de marzo y el 30 de agosto de 2013 y estas se enviaron a la Universidad de Manchester para analisis
de laboratorio.

La prueba de HPV Cervista®: La prueba de HR HPV Cervista® HR identifica si alguno de los 14 tipos diferentes de HPV
de alto riesgo (Tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) estan presentes y fue la primera prueba de este
tipo aprobada por la FDA. La prueba de HR HPV Cervista® no determina el tipo especifico de HPV de alto riesgo presente.

La maquina Cervista® medium Throughput Automation (MTA) es un dispositivo totalmente automatizado, controlado por
CPU, que proporciona un sistema de 'muestra que entra - resultado que sale' con una participacién minima del usuario.
Mediante el uso de 2 mL de muestra de frotis del cuello uterino, que se almacena en la soluciéon ThinPrep® Pap Test
PreservCyt®, la maquina Cervista® MTA inicialmente realiza una extraccion de ADN completamente automatizada antes
de colocar el ADN extraido ultra puro en una placa de ensayo de 96 pocillos. Posteriormente, mediante el uso del ADN
ultra puro, la maquina Cervista® MTA configura el ensayo Cervista® HPV HR que usa la quimica Invader®, un método
de amplificacién de sefial basado en FRET para la deteccién de secuencias especificas de acido nucleico. Al combinar
sefales especificas de HPV con secuencias constitutivas control de referencia, el sistema esta completamente controlado
y validado internamente.

Se basa en la sefial en lugar de en la tecnologia de amplificacién de ADN y es 100 % efectivo en la deteccién de lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL) del cuello uterino. EI ADN gendmico se extrajo como se describe y se
aplicd a la maquina Cervista®.

Citologia Basada en Liquido: los portaobjetos ThinPrep® LBC de todas las mujeres se prepararon mediante el uso del
procesador Hologic Thinprep T2000. Después se procesaron con un sistema automatizado de tincion para la tincion de
Papanicolaou y la colocacion del cubreobjetos en los Laboratorios de Citologia Regional del NHS del Centro de
Manchester. Los portaobjetos de LBC de mujeres identificadas por Cervista® como positivas para el HPV de alto riesgo
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se escanearon mediante el uso del ThinPrep Dual Review Imager con un informe final de citologia realizado por un
citopatdlogo consultor (Dr. Mina Desai CBE).

Tratamiento con capsulas blandas de gel de Lopimmune (CIPLA) (Kaletra, Abbvie): las mujeres identificadas como
Cervista® positivas para los tipos de HPV de alto riesgo, que ademas se identificaron como positivas para HSIL o
enfermedad de bajo grado (LSIL), se inscribieron como participantes en el estudio. Después se examinaron mediante
colposcopia y se fotografiaron (video colposcopio Welch Allyn) mediante inspeccion visual con yodo de Lugol (VILI,
conocido ademas como prueba de Schiller). VILI identifica la extension de las lesiones precancerosas que aparecen de
color amarillo azafran brillante, mientras que el epitelio escamoso normal aparece marrén oscuro. Posteriormente se les
proporciond un suministro de capsulas blandas de gel de Lopimune (normalmente recetadas para administracion oral)
para cubrir un periodo de tratamiento de dos semanas mediante la administracién de 1 capsula dos veces al dia como un
pesario intravaginal en este periodo durante el cual se les pidi6 abstenerse de la actividad sexual. Ademas, las mujeres
se entrevistaron rutinariamente durante el periodo de tratamiento por cualquier reaccién adversa tal como escozor,
inflamacion, etcétera. Dos semanas después de finalizar el tratamiento de dos semanas, las mujeres se llamaron para
examinar mediante colposcopio con VILI, se volvieron a fotografiar y se recogié una muestra de ThinPrep® LBC que se
envio a Manchester para la prueba de HPV Cervista® HR y la citologia del cuello uterino como se describié anteriormente.

Dos meses mas tarde, se volvieron a llamar a las mujeres, se les examind mediante colposocopia mas VILI, se volvieron
a fotografiar y se recogieron nuevamente muestras de ThinPrep® LBC. Ademas, también se tomaron biopsias por ponche
y se fijaron en formalina. Este material se envié a Manchester para pruebas de Cervista® HR HPV mas citologia del cuello
uterino ThinPrep® en LBC mientras que las biopsias de ponche se incluyeron en parafina y se evaluaron por
histopatologia.

Resultados
La Figura 1A, B, C & D muestran la tincion de VILI mas el estado del HPV y el informe de citologia de ejemplos
representativos antes y después del tratamiento con Lopimune como un pesario, y la Tabla 2 resume los resultados para

18 pacientes en el ensayo.

Tabla 2: Resumen de los resultados del tratamiento con Lopimmune

Diagnostico previo al | Citologia Estado del HPV después del
tratamiento postratamiento tratamiento

1 Mes 3 Meses 1 Mes 3 Meses
(1) HPV+ve HSIL Normal |Normal Negativo Negativo
(2) HPV+ve HSIL HSIL Normal Negativo Negativo
(3) HPV+ve HSIL Normal |HSIL Positivo Positivo
(4) HPV+ve HSIL Normal |Normal Negativo Negativo
(5) HPV+ve LSIL Normal |Normal Negativo Negativo
(6) HPV+ve HSIL HSIL HSIL Positivo Positivo
(7) HPV+ve HSIL HSIL LSIL Positivo Positivo
(8) HPV+ve HSIL HSIL ND Positivo ND
(9) HPV+ve HSIL HSIL Borderline Positivo Negativo
(10) HPV+ve HSIL HSIL ND Positivo ND
(11) HPV+ve HSIL Normal |ND Negativo ND
(12) HPV+ve HSIL Normal |ND Positivo ND
(13) HPV+ve HSIL/LSIL Normal |ND Negativo ND
(14) HPV+ve HSIL Normal |ND Positivo ND
(15) HPV+ve HSIL Normal |ND Negativo ND
(16) HPV+ve HSIL Normal |ND Negativo ND
(17) HPV+ve HSIL Normal |ND Positivo ND
(18) HPV+ve HSIL Normal |ND Negativo ND

ND = No determinado en este momento.
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Hasta la fecha, 11 de 17 pacientes (65 %) diagnosticadas como Cervista HPV +ve con HSIL antes del tratamiento, se
volvieron citoldgicamente normales 1 mes después del inicio del tratamiento con Lopimmune. La paciente 5 se diagnostico
con HPV+ve LSIL antes del tratamiento y fue citolégicamente normal 1 y 3 meses después del inicio del tratamiento con
Lopimune. Seis pacientes con HSIL (nums. 2, 6, 7, 8, 9 & 10) no mostraron mejoria en la citologia al cabo de 1 mes,
aunque dos de ellas (2 & 9) posteriormente se volvieron negativas para el HPV con citologia normal o en el limite a los 3
meses, y 7 se convirtié en LSIL a los 3 meses. Una paciente con HSIL (nim. 3) fue citolégicamente normal pero adn
positiva para el HPV a 1 mes y posteriormente se le diagnosticod HSIL a los 3 meses. 8 de 18 (44 %) pacientes se
convirtieron en Cervista HPV negativas al cabo de 1 mes y, aunque una de estas (ndm. 9) fue HPV+ve al cabo de 1 mes,
esta paciente se volvié negativa a los 3 meses.

En resumen, 15 de 18 (85 %) pacientes tratadas mostraron normalizacién o citologia mejorada durante el seguimiento de
3 meses y solo una de ellas regres6 a HSIL durante este periodo. De las 16 que respondieron, 10 pacientes (66 %) se
convirtieron en HPV negativas durante este periodo

Conclusiones

No se informaron reacciones adversas de ninguno de las pacientes tratadas. Una capsula blanda de gel de Lopimune
administrada como pesario dos veces al dia durante dos semanas es eficaz para el tratamiento curativo de algunas
lesiones HSIL positivas para HPV dentro de uno a tres meses de comenzar el tratamiento, como se ilustré en la Figura 1
A & B. A esta dosis, algunas pacientes se volvieron HPV negativas a un mes, con citologia HSIL, que después se convirtio
en citologia normal a los tres meses (Figura 1C). Con esta dosis de tratamiento, las lesiones LSIL con HPV positivas se
volvieron HPV negativas y la citologia fue normal al mes (Figura 1D).

La Tabla 2 resume los resultados que muestran que las capsulas blandas de gel de Lopimune (KALETRA®) tienen un
efecto curativo pronunciado contra la infeccion por HPV en el cuello uterino, y las lesiones que esto causa, cuando se
administra a una dosis de 1 capsula (o contenido equivalente de farmaco) dos veces al dia durante un periodo de 2
semanas.

Ejemplo 2 - expansion y refinamiento de los ensayos descritos en el ejemplo 1
Métodos

Pacientes y centros de estudio: se realizaron pruebas de diagndstico clinico y basico en el Hospital Nacional de la
Universidad de Nairobi/Kenyatta (KNH), Kenia, mientras que los aspectos cientificos del estudio que requerian equipos
especializados se realizaron en el Laboratorio de Oncologia Viral, Hospital St Marys en Manchester, Reino Unido. El
ensayo se realiz6 entre el 01/03/2013 y el 11/01/2013 y se reclutaron pacientes, que fueron mujeres que asistian a la
clinica ambulatoria de Planificacion Familiar y Ginecologia en K.N.H. para un seguimiento de rutina.

Proceso de inclusién y procedimientos: El protocolo de estudio se ilustra en la Figura 2. Brevemente, en la etapa de
seleccion, las participantes potenciales recibieron la hoja de informacion del paciente, asesoramiento adecuado vy, las que
estaban dispuestas a participar dieron su consentimiento informado firmado. Posteriormente, se usé un cuestionario para
tomar los datos sociodemograficos, la historia sexual y las caracteristicas clinicas. Se extrajo sangre para una prueba de
HIV mediante el uso de Determine™ (Abbott, EE.UU.) y en caso de ser positiva se confirmé mediante Unigold™ (Trinity
Biotech, Irlanda). A todas las pacientes se les realizé un examen con espéculo durante el que se tomaron dos muestras
del cuello uterino mediante cepillado. El primero de estos se us6 para las pruebas de LBC ThinPrep® y HPV, y las
muestras se enviaron inmediatamente a Manchester. El segundo se us6 para una prueba de frotis convencional segun
los procedimientos de deteccién de Papanicolaou estandar que se examiné e informé en Nairobi. Las pacientes se
revisaron después de un mes, momento en el cual aquellas que eran HIV negativas y HPV positivas con citologia del
cuello uterino anormal, se incluyeron en el ensayo de Lopimune.

En el momento de la inclusion, se realizé un examen pélvico que incluyd una colposcopia del momento inicial. Inicialmente
se visualiz6 la morfologia del cuello uterino con acido acético (VIA) seguido de yodo de Lugol (VILI) mediante el uso de
un aumento de x5 (Video Coloposcope, Welch Allyn, Nueva York, EE.UU.). Esto se realizé de acuerdo con las practicas
clinicas estandar y se registraron las imagenes (Sankaranarayanan R y otros. Int J Cancer. 2003 Sep 1; 106(3):404-8).
Se extrajo sangre para un conteo sanguineo completo, urea, creatinina, electrolitos y pruebas de funcién hepatica.

Después, cada paciente recibié un suministro de capsulas blandas de gel de Lopimune (CIPLA, India) para la insercion
vaginal de una capsula dos veces al dia durante 2 semanas. Se programaron dos visitas adicionales por semana durante
las dos semanas de duracion de la terapia con Lopimune, periodo en el cual se completd un cuestionario para evaluar la
aparicion de reacciones adversas a los farmacos y la adherencia a los tratamientos con los farmacos. Las pacientes
incluidas tenian visitas seriadas programadas a las 1, 2, 4, 8, 12 y 16 semanas. Las muestras de seguimiento LBC
ThinPrep® se tomaron a las 4 y 12 semanas y se enviaron a Manchester para citologia y pruebas de HPV. Ademas, se
realizd una colposcopia con VILI a las 4 y 12 semanas y en el Ultimo momento se tomaron biopsias finales mediante
ponche. Ademas, en estas visitas se extrajo sangre para pruebas clinicas iniciales, como se describié anteriormente. La
visita de las 8 semanas fue para evaluar las posibles reacciones a los farmacos y recordar a las mujeres que se tomaria
una biopsia mediante ponche de cualquier area anormal detectada mediante VIA o VILI en el cuello uterino, en la visita
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de la semana 12. Las biopsias se almacenaron en formalina tamponada al 10 % y se enviaron a Manchester. Aquellas
pacientes diagnosticadas con enfermedad de alto grado positiva al HPV, después del tratamiento, se remitieron para
realizar procedimiento de escision electroquirdrgica con asa (LEEP). Estas se revisaron nuevamente a los 5 meses y se
les recomendo continuar con la prueba de Papanicolaou de rutina a los 6 meses posteriores.

Prueba Cervista® HR-HPV: todas las muestras de ThinPrep® LBC enviadas a Manchester se analizaron por personal
capacitado y certificado por Hologic (Hologic, Bedford, MA). La prueba de HPV a las muestras de LBC se realiz6 mediante
el uso de la prueba de HPV HR Cervista aprobada por la FDA (Day y otros J Clin Virol. 2009 Jul;45 Suppl 1:S63-72) junto
con la plataforma automatizada Cervista MTA (Hologic) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este sistema
proporciona extraccion de ADN ultrapuro y pruebas de HPV en una unidad sellada que no requiere la intervencion del
usuario después del inicio. En resumen, Cervista usa tres mezclas maestras de sondas de oligonucleétidos patentadas,
disefiadas para detectar 14 tipos de HPV de alto riesgo dentro de tres grupos familiares basados en similitudes
filogenéticas: La Mezcla 1 detecta los tipos 51, 56 y 66; la Mezcla 2 detecta los tipos 18, 39, 45, 59 y 68; La Mezcla 3
detecta los tipos 16, 31, 33, 35, 52 y 58. Una sonda del gen de histona 2 humana separada sirve como un control interno
para el contenido de ADN celular dentro de la muestra de LBC. Una sefial positiva de HPV se indica mediante una sefial
fluorescente por encima de un valor de corte derivado empiricamente. Antes y después del analisis, todas las muestras
de LBC se almacenaron a + 4 °C en un refrigerador controlado.

Genotipado del HPV: el ADN ultrapuro aislado de cada muestra ThinPrep® LBC que se uso6 para la prueba Cervista®, se
analiz6 después mediante PCR para analizar qué genotipos de HPV estaban presentes en cada muestra positiva de la
mezcla maestra Cervista. Se usé un método novedoso multiplex de arranque en caliente, que detecta simultaneamente
los ORF LI, E6 y E7 del HPV tipo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 y 70 como se describe en Maranga
y otros. (Open Virol J. 2013;7:19-27). Cada ensayo se repitié un minimo de tres veces.

Citologia de cuello uterino ThinPrep® de LBC: la preparacion en portaobjetos de LBC se realizé mediante el uso de la
unidad de preparacion de portaobjetos automatizada del sistema ThinPrep-2000 (Hologic), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y la tincion de Papanicolaou (Hologic) en los Laboratorios de Citologia Regional (Edificio de
Ciencias Clinicas, Manchester Royal Infirmary, Reino Unido). EI Dr. M Desai realiz6 el informe de LBC mediante el uso
de un Sistema de Revision Dual de Imagenes (Hologic).

Patologia del cuello uterino: las muestras de biopsia final por ponche de 3 mm de la zona de transformacion del cuello
uterino y las lesiones positivas para VILI se transportaron a Manchester, se incluyeron en parafina y se cortaron secciones
de 3-4 ym a 3 niveles de acuerdo con las practicas estandar de laboratorio de patologia. Después, las secciones se tifieron
con hematoxilina y eosina, y se informaron por separado por dos patélogos (Dr. MP Okemwa - Kenia y Dr. H Stringfellow
- un patologo especializado en ginecologia en el Reino Unido). Los casos en que hubo desacuerdo se revisaron
independientemente por un tercer patologo ginecoldgico (Dr. B. Da Gama-Rose).

Resultados

Deteccion primaria de citologia y HPV: De 805 mujeres HIV negativas que recibieron la prueba Cervista HR-HPV, 164
(20,4 %) fueron positivas para HPV de alto riesgo. De estas, la citologia mostré que 28 (17,1 %) tenian HSIL, 11 (6,7 %)
tenian LSIL y 21 (12,8 %) tenian ASCUS. Cinco (3,0 %) se diagnosticaron con ICC y se remitieron para biopsia inmediata
y tratamiento posterior (histerectomia). El hallazgo de que el 20,4 % de las mujeres de Kenia fueran positivas para el HR-
HPV con una incidencia global de 3,5 % para HSIL fue completamente consistente con un estudio reportado (Maranga y
otros, mas arriba) y pudiera predecirse a partir de una poblaciéon no seleccionada de este tipo. De las 28 mujeres
identificadas con HSIL, 5 se perdieron durante el seguimiento y 23 finalmente se incluyeron en el ensayo. En vista de
esto, unas 17 mujeres adicionales con ASCUS o LSIL se incluyeron para aumentar la potencia del estudio.

La Tabla 3 muestra los resultados de la prueba primaria de Cervista® HR-HPV, analisis del genotipo de HPV mediante
PCR, ThinPrep® LBC y pruebas convencionales de frotis que se realizaron en las 23 mujeres diagnosticadas con HSIL.
Cuando se combinaron, se detecté una incidencia relativamente alta de los tipos de HPV 16 y 18, que en conjunto cuentan
para 10/23 (43,5 %) de los casos. Con 5 infecciones, el tipo 52 fue el siguiente mas comun seguido de 4 infecciones cada
una para los tipos 35, 58 y 33. En una ocasion (E02) Cervista® detectd un resultado positivo para mas de una mezcla
maestra, mientras que la PCR solo detectd un genotipo de HPV presente, lo que podria deberse a diferencias en la
sensibilidad entre estos métodos. Se observé una buena concordancia entre HSIL diagnosticado por LBC en Manchester
y las pruebas de frotis convencionales realizadas en Kenia con solo 3/23 disparidades. Los pacientes E1 y E11 se
diagnosticaron con ASC-H mediante citologia convencional y E7 con LSIL.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2749 131 T3

Tabla 3: Caracteristicas de las pacientes mujeres diagnosticadas con HSIL antes del tratamiento

Estado del HPV Citologia

E-um- S:tr;ﬁirg‘l"d " * |pericad |Edac Cervista |[PCR LBc frotis
convencional
EO01 Cond 2+1 29 M3 35 HSIL |/ASC-H/AGC
EO02 TL 2+0 |39 |M1,3 |52 HSIL HSIL
EO03 Ninguna 2+0 |35 M3 16 HSIL HSIL
EO4 IUD 4+0 (42 |M1 70 HSIL HSIL
E06 Ninguna 2+0 |29 |M2,3 |16,39 HSIL HSIL
EO7 IUD 2+1 23 |M2,3 |18,52 HSIL LSIL
EO08 Ninguna 2+0 |27 M3 52 HSIL HSIL
E09 IUD 2+0 |38 M2 18 HSIL HSIL
E10 Ninguna 2+0 |37 M2 45 HSIL HSIL
E11 Ninguna 2+0 |37 M3 33,58 HSIL |ASC-H
E12 IUD 2+0 M M2 18 HSIL HSIL
E13 Ninguna 0+0 22 M3 33,58 HSIL HSIL
E14 Ninguna 0+0 (26 |M3 52 HSIL HSIL
E15 Depo 3+0 40 M2 68 HSIL HSIL
E16 Cond 2+0 M M3 52 HSIL HSIL
E17 Ninguna 2+0 |38 |M1,3 |16,31,51 |HSIL HSIL
E18 IUD 2+0 |36 M3 33 HSIL HSIL
E19 PM 7+0 69 M3 58 HSIL HSIL
E20 Depo 1+1 22 M3 33,58 HSIL HSIL
E21 Ninguna 0+1 26 |M3 16 HSIL HSIL
E22 Depo 6+0 |43 M3 16, 35 HSIL HSIL
E23 Jadelle 2+0 |27 M3 16, 35 HSIL HSIL
E29 Depo 5+0 47 M3 16, 35 HSIL HSIL

La Tabla 4 muestra los mismos datos para las 17 mujeres diagnosticadas inicialmente con LSIL/ASCUS y demuestra una
mayor variacion entre el diagnéstico basado en LBC y la prueba de frotis convencional donde se informaron 5/17
diagnosticos diferentes. El andlisis del genotipo del HPV mostré que 6/17 (35,4 %) fueron positivos para los tipos 16 y 18,
seguidos del tipo 35 con 5 positivos, el tipo 56 con 4 positivos y los tipos 58 y 33, ambos con 3 positivos. Curiosamente,
dos muestras (E33 y E40) fueron positivas para Cervista Mix 1, pero la PCR no detecté ninguno de los genotipos de Mix
1, lo que nuevamente podria estar relacionado con la sensibilidad. La edad promedio de las mujeres en la tabla 3 fue de
34,22 afios y 33,76 afios para la tabla 4.
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Tabla 4: Caracteristicas de las pacientes mujeres diagnosticadas con ASCUS/LSIL antes del tratamiento

Estado del HPV Citologia
Control de la

E.NUm. natalidad Paridad |Edad Cervista |PCR LBC Frotis
convencional

EO5 |Depo 3+0 |41 |M2 18 LSIL  |LSIL
E24  |Ninguna 3+0 |48 |M3 16,35 |LSIL |HSIL
E25  |IUD 3+0 |46 |M1,3 |33 ASCUS |Ascus
E27 pildora electrénica 1+1 25 M3 33, 58 LSIL HSIL
E28  |Cond 0+1 |23 |M2,3 gg' 4 sl |LsIL
E30 |Cond 3+0 |30 |Mm3 16,35 |ASCUS |Ascus
E31  |Ninguna 3+0 |37 |M1 51 LSIL  |LSIL
E32  |Ninguna 0+1 |27 |m3 16,52 |ASCUS |ASCUS
E33  |Ninguna 140 |26 M1 N ASCUS |HSIL
E34 |Ninguna 4+0 |56 |M1.3 |56,58 |LSIL |LSIL
E35  |Ninguna 2+0 |32 |M3 16,31 |ASCUS |ASCUS
E36  |Ninguna 0+0 |21 |Mm1 56 ASCUS |Ascus
E37  |Ninguna 2+0 |43 M1 56 ASCUS |AscuS
E38 | Depo 3+0 |27 M3 gg’ 35 | Ascus |Normal
E39  |IUD 2+0 |32 |M3 16,35 |LSIL |LSIL
E40  |Ninguna 0+0 |26 |M1 N ASCUS |AScUS
E41  |IUD 3+1 |42 |M1 56 ASCUS |LSIL

M1: Cervista Mix 1 (M1) (HPV 51, 56, 66, o 70)

M2: Cervista Mix 2 (M2) (HPV 18, 39, 45, 59, 68)

M3: Cervista Mix 3 (M3) (HPV 16, 31, 33, 35, 52, 58)

ASCUS: Células escamosas atipicas de importancia indeterminada
ASC-H: Células escamosas atipicas - no puede excluirse HSIL
AGC: Células glandulares atipicas

N: Negativo

Depo: Depoprovera

TL: Ligadura de trompas

PM: Post menopausica

Ninguna de las mujeres fumaba.

Tratamiento con Lopimune de mujeres diagnosticadas inicialmente con HSIL: todas las mujeres que se muestran en la
Tabla 3 recibieron un curso de dos semanas de 1 capsula de Lopimune dos veces al dia, autoadministrado como un
supositorio vaginal. Durante este periodo de tratamiento, las entrevistas realizadas cada 2 dias no informaron reacciones
adversas, tales como sensaciones vaginales inusuales, secrecion, vaginitis, cervicitis, vulvitis, escozor, ardor, sequedad
o entumecimiento vaginal. La repeticion de las pruebas clinicas de seguimiento realizadas a las semanas 1, 2 y 4 después
del tratamiento tampoco revelé motivo de preocupacion.

Los resultados de las pruebas repetidas de ThinPrep® LBC y Cervista® HPV realizadas 4 y 12 semanas después del
inicio del tratamiento se resumen en la Figura 3A, B y C donde los genotipos de HPV presentes se muestran encima de
cada barra. La altura de la barra indica el nivel de HPV detectado en cada paciente y demuestra que se observé una caida
en los niveles de infeccion por HPV posterior al tratamiento en 19/23 mujeres (82,6 %), con el virus no detectado en 12/23
mujeres (52,2 %) 12 semanas después del inicio del tratamiento.

Después de solo 4 semanas (Figura 3B), 14/22 pacientes (63,6 %) habian vuelto a la citologia normal y 3/22 (13,6 %)
ahora tenian una enfermedad de menor grado, lo que demuestra una respuesta positiva en el 76,9 % de las mujeres.
Después de 12 semanas (Figura 3C) 14/22 mujeres (63,6 %) todavia tenian una citologia normal con 4/22 (18,2 %) que
ahora presentan displasia de menor grado, lo que indica una respuesta positiva general en el 81,8 % de las mujeres. A
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las 4 y 12 semanas se reporté un total de 22 pacientes, pues E19 tenia una celularidad inadecuada para la prueba de
HPV vy la citologia a las 4 semanas, mientras que E15 era adecuada para la prueba de HPV, pero no para la citologia a
las 12 semanas.

La Tabla 5 compara los resultados de histopatologia con la citologia y la prueba Cervista HPV. Puede verse que 13/22
(59,1 %) no tenia neoplasia detectable y 4/22 (18,2 %) tenia CIN1, lo que potencialmente demuestra una respuesta
positiva al tratamiento del 77,3 %. Solo 4/22 (18,2 %) tenian CIN2 o CIN3 y 1/22 (4,5 %) tenian hCGIN. Un total de 22
pacientes se reportaron por patologia, ya que las biopsias obtenidas de E19 a las 12 semanas no fueron adecuadas.

Tabla 5: Resultado del tratamiento de mujeres con pretratamiento para HSIL a los 3 meses

E-Num. |Citologia a los 3 meses |Cervista a los 3 meses |Histopat. (MPO) |Histopat. (HS)

EO1 Negativo Positivo Ninguna Ninguna

E02 Negativo Negativo Ninguna CIN2*

EO3 HSIL Positivo Ninguna CIN1 y HCGIN*
E04 Negativo Negativo Ninguna Ninguna

EO6 HSIL (mod) Positivo CIN1 CIN1 solamente
EO7 LSIL Positivo CIN2 CIN1-CIN2
EO8 Negativo Negativo Ninguna CIN1*

EO9 ASCUS Negativo Ninguna Ninguna

E10 LSIL (leve) Positivo Ninguna Ninguna

E11 Negativo Negativo Ninguna Ninguna

E12 Negativo Positivo Ninguna Ninguna

E13 LSIL (leve) Positivo CIN1 CIN1 - CIN2*
E14 Negativo Negativo Ninguna Ninguna

E15 Inadecuado Positivo Ninguna Ninguna

E16 Negativo Negativo Ninguna Ninguna

E17 HSIL (mod) Positivo CIN3 CIN2 + CIN3
E18 Negativo Negativo Ninguna Ninguna

E19 Negativo Negativo No adecuado No adecuado
E20 Negativo Positivo Ninguna Ninguna

E21 Negativo Negativo Ninguna CIN1 solamente*
E22 Negativo Negativo Ninguna Ninguna

E23 Negativo Negativo Ninguna Ninguna

E29 HSIL (sev) Positivo Ninguna CIN1*

Nota: Los diagndsticos marcado con * se confirmaron por un 3®patélogo ginecolégico

Tratamiento con Lopimune de mujeres diagnosticadas inicialmente con ASCUS/LSIL: En cuanto a las pacientes
diagnosticadas con HSIL, todas las mujeres que se muestran en la tabla 4 recibieron un curso de dos semanas de 1
capsula de Lopimune dos veces al dia, autoadministrado como supositorio vaginal y no se informaron reacciones
adversas.

Los resultados de las pruebas repetidas de ThinPrep® LBC y Cervista® HPV realizadas a las 4 y 12 semanas después
del inicio del tratamiento se muestran en la Figura 4A, B y C. Se observé una caida en los niveles de infeccion por HPV
posterior al tratamiento en 11/17 mujeres (65,7 %), con el virus no detectado en 7/17 mujeres (41,1 %) 12 semanas
después del tratamiento.

De 16 portaobjetos LBC satisfactorios, 8 (50 %) habian vuelto a la citologia normal, 6 (35,3 %) todavia tenian ASCUS o
LSILy 2 (12,5 %) se informaron con HSIL después de 4 semanas (Figura 4B). Después de 12 semanas, puede verse que
10/16 mujeres (62,5 %) tenian citologia normal, 4/16 mujeres (25,0 %) tenian ASCUS o LSIL y 2/16 mujeres (12,5 %)
ahora tenian HSIL (FIG. 4C).
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La Tabla 6 muestra la comparacion de los resultados de histopatologia con la citologia y la prueba Cervista HPV. Puede
verse que 9/17 (52,9 %) no tenian evidencia de neoplasia, 6/17 (35,3 %) tenian CIN1y 2/17 (11,8 %) tenian CIN1/2.

Tabla 6: Resultado del tratamiento de mujeres con pretratamiento LSIL/ASCUS a los 3 meses

E-Num. |Citologia a los 3 Meses |Cervista a los 3 Meses |Histopat (MPO) |Histopat (HS)

EO5 Negativo Negativo CIN1 CIN1*

E24 HSIL (sev) Positivo Ninguna Ninguna

E25 Negativo Negativo Ninguna CIN1*

E27 Negativo Positivo Ninguna Ninguna

E28 Negativo Negativo CIN1 CIN1

E30 Negativo Positivo Ninguna Ninguna

E31 LSIL (leve) Negativo Ninguna CIN1*

E32 LSIL (leve) Positivo Ninguna Ninguna

E33 Negativo Negativo Ninguna Ninguna

E34 Negativo Positivo CIN2 CIN1*

E35 ASCUS Positivo Ninguna Ninguna

E36 Negativo Positivo CIN1 - CIN2 CIN1 + CIN2
E37 Negativo Positivo Ninguna Ninguna

E38 Inadecuado Positivo Ninguna Ninguna

E39 HSIL (sev) Positivo CIN1 CIN1 + CIN2*
E40 Negativo Negativo Ninguna Ninguna

E41 ASCUS Negativo CIN1 CIN1 solamente

Nota: Los diagndsticos marcado con * se confirmaron por un 3®patélogo ginecolégico

Colposcopia con VILI: La Figura 5 muestra imagenes colposcoépicas VILI del cuello uterino de 5 casos diagnosticados con
HSIL tomadas antes, 4 y 12 semanas después del tratamiento con capsulas con Lopimune. La tincion amarilla/naranja
extensa caracteristica del epitelio displasico pobremente glucogenado, estuvo claramente presente en todas las imagenes
de pre-tratamiento del ectocérvix y los casos que se muestran se eligieron deliberadamente para ilustrar los tipos de
respuesta observada. La mayoria de las pacientes mostraron una reduccién del epitelio displasico, segun lo detectado
por VILI, lo que se asocié con una disminucion de la gravedad de la enfermedad segun lo indicado por el HPV, la citologia
y/o el estado de la patologia. Por ejemplo, la paciente EO2 se convirti6 en HPV negativa a las 4 y 12 semanas y ademas
mostro claramente una marcada regresion del epitelio displasico detectado por VILI, aunque todavia estaba presente un
pequerio foco de CIN2. La paciente EO3 permaneci6 positiva para el HPV a las 4 y 12 semanas, con citologia normal a
las 4 semanas y, sin embargo, mostré citologia HSIL con CIN1 y hCGIN a las 12 semanas. EO6 se mantuvo positiva para
el HPV con citologia HSIL después de 12 semanas, aunque la patologia posteriormente mostrd que se trataba de CIN1.
E14 y E12 mostraron un retorno a la citologia normal a las 4 y 12 semanas sin presencia de CIN a las 12 semanas, aunque
E12 permanecié positiva para el HPV.

Discusién

Fue esencial disponer de una formulaciéon adecuada para el suministro vaginal del medicamento directamente al cuello
uterino con objeto de extrapolar las observaciones preclinicas en los ensayos clinicos. Cuando se usa para la terapia oral
contra el HIV, el lopinavir normalmente se coadministra en una relacion de 4:1 con ritonavir (Lopimune-CIPLA; Kaletra-
Abbvie). Se decidid, debido a problemas de costo y suministro, abstenerse de reformular especificamente lopinavir para
uso vaginal y los inventores optaron por usar la forma comercialmente disponible del medicamento Lopimune como
capsula de gelatina administrada por via oral como un supositorio vaginal.

Se eligié una dosis maxima de dos veces al dia durante dos semanas sobre la base de la facilidad de aplicacion y la
probabilidad de adherencia al tratamiento por el paciente, ya que el objetivo principal de este estudio era evaluar la
tolerabilidad y cualquier reaccion adversa. Se eligié HSIL como la enfermedad primaria para la indicacion, ya que este es
el tipo mas persistente de lesién preinvasiva del cuello uterino relacionada con el HPV. De hecho, aunque una proporciéon
de HSIL positivo para HPV de alto riesgo puede regresar a la normalidad si no se trata, el trabajo previo ha demostrado
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que el tiempo promedio para que esto ocurra es de aproximadamente 18-30 meses. Ademas, se conoce que las
infecciones por HPV son mucho mas persistentes cuando esta presente HSIL.

Para identificar aproximadamente 30 mujeres con HSIL, el trabajo previo habia indicado que seria necesario evaluar 600-
800 mujeres para este proposito (Maranga y otros supra). El numero real examinado fue 821 y la prueba Cervista® HPV-
HR se us6 como prueba primaria seguida de LBC y prueba de citologia convencional. La citologia se uso6 para el
diagnéstico previo al tratamiento con preferencia a la patologia, ya que esto limitaria el dafio al cuello uterino relacionado
con el muestreo de tejidos, debido a que esto puede afectar la historia natural de las lesiones del cuello uterino lo que, a
su vez, puede afectar el resultado del tratamiento. Ademas, dado que el estudio tenia como objetivo principal evaluar la
tolerabilidad de un nuevo tratamiento, se considerd deseable limitar el dafio previo al tratamiento del ectocervix. Con
respecto al diagndstico inicial, se usaron dos informes de citologia independientes y ademas esta muy claro que una
prueba de HPV de alto riesgo positiva mejora la sensibilidad de la deteccién de CIN2+.

Los resultados de este estudio proporcionan evidencia que sustenta el uso reivindicado de Lopimune y, en particular, el
uso de Lopimune como una terapia aplicada localmente para la enfermedad preinvasora del cuello uterino relacionada
con el HPV. La observacion de que, después de un breve tratamiento de 2 semanas, >60 % de las mujeres, inicialmente
diagnosticadas con HSIL positivo para HPV de alto riesgo volvieron a la citologia normal en 12 semanas, es notable y
esta sustentada por una disminucioén de la gravedad de la enfermedad en otras mujeres, lo que proporciona una respuesta
positiva general al tratamiento en >80 % de las mujeres. Ademas, es interesante que >50 % de estas pacientes fueron
HPV negativas después de 3 meses.

El analisis de histopatologia a las 12 semanas confirmé en gran medida estas observaciones, pero con algunas
diferencias. Por ejemplo, la paciente E02 tenia citologia normal y VILI y era HPV negativa, mientras que la patologia
mostré una pequefia region de CIN2. E06 y E29 mostraron HSIL a las 12 semanas, pero se informaron como CIN1. EO7
y E13 mostraron LSIL a las 12 semanas, pero se informaron como CIN1-CIN2. E08 y E21 fueron citologia normal y HPV
negativa, pero se informaron como CIN1. Independientemente de estas diferencias entre citologia y patologia, esto tltimo
todavia mostré que ~el 60 % de las mujeres no tenian neoplasia detectable a las 12 semanas y otras habian disminuido
la gravedad de la enfermedad (CIN1), lo que indica una respuesta positiva combinada en ~77 % de las mujeres. Lo mas
significativo es que estas tasas de regresion son mucho mas altas de lo que se podria predecir para los casos no tratados
de HSIL positivos para HPV de alto riesgo.

Aunque se identificaron 32 mujeres con ASCUS/LSIL, solo 17 se eligieron al azar para la inclusion en el ensayo, ya que
solo habia fondos disponibles para dar seguimiento a un maximo de 40 pacientes. La respuesta al tratamiento de estas
tal vez no fue tan sorprendente como para las pacientes con HSIL ya que se conoce que el primero tiene una mayor tasa
de regresion espontanea. Sin embargo, es posible ademas que las mujeres que conocian su diagnéstico de ASCUS/LSIL
hayan cumplido menos el tratamiento que las diagnosticadas con HSIL. No obstante, >60 % tenia citologia normal a las
12 semanas y la patologia confirmé la ausencia de neoplasia en >52 %. Dado que el trabajo anterior ha demostrado que
el tiempo para la regresion natural de ASCUS o LSIL positivo para HPV de alto riesgo es generalmente entre 12 y 24
meses, las tasas de regresion observadas con la terapia con Lopimune son mayores de lo que se podria predecir por
causas naturales. Aun asi, se observé que dos mujeres (E36 y E39) progresaron a CIN2 durante el periodo de 3 meses,
que puede indicar que la dosis de tratamiento y el régimen que se usd en el estudio son subdptimos. De hecho, la
observacion de que algunas mujeres mostraron una mejora transitoria en el HPV y/o la citologia a las 4 semanas, pero
después desarrollaron citologia/patologia anormal positiva al HPV a las 12 semanas, sustenta esta conclusion (ver Figura
2 y Figura 3 EO03, E13, E17 y E39). La dosis y los regimenes de tratamiento mas preferidos se contemplan en la
descripcion.

Con respecto a los diferentes genotipos de HPV presentes, no hubo una correlacién significativa con la respuesta al
tratamiento para ninguno de los identificados ni hubo una correlacion obvia con la edad, el tipo de anticonceptivo que se
usa o la paridad y ninguna de las mujeres fumaron.

¢,Cémo se compara el tratamiento actual con Lopimune con otros tratamientos no quirdrgicos para la displasia del cuello
uterino? La PDT ha sido ampliamente evaluada para este propdsito con un amplio intervalo de tasas de respuesta que
van desde 0-100 % para CIN y 53,4-80 % de erradicacion del HPV. Las desventajas son que la PDT se aplica por un
médico con cada tratamiento secuencial que, tipicamente, toma varias horas. Ademads, el uso sistémico de
fotosensibilizadores puede causar problemas con la sensibilizacion general de la piel a la luz. La aplicacion tdpica con el
farmaco citotdxico contra el CMV Cidofovir se ha usado para tratar CIN2/3 y mostré6 ~60 % de aclaramiento de CIN, pero
no elimind la infeccién por HPV segun lo que se evalué en el ensayo de captura hibrida 2. Se ha demostrado que la
aplicacion directa del activador inmunitario Imiquimod en el cuello uterino tiene algun efecto contra las infecciones por CIN
y HPV, tanto antes como después de LEEP, aunque el tratamiento se continda durante >8 semanas y los efectos
secundarios pueden ser bastante graves. Un estudio reciente sobre la aplicacion tépica al cuello uterino del farmaco
citotoxico 5SFU demostrd que es >90 % efectivo contra las lesiones CIN2 en mujeres jovenes de 18-29 afios, aunque esto
se aplicod por un médico y el periodo de tratamiento duré 16 semanas. Ademas, existen problemas relacionados con la
seguridad de aplicar potentes agentes citotdxicos dirigidos al ADN y al ARN, tal como el 5FU, en lesiones precancerosas
positivas a HPV de alto riesgo en mujeres jovenes. Es bien sabido que las formas de HPV de alto riesgo inducen
inestabilidad genética en las células infectadas y, cuando esto se combina con un agente que dafa el ADN, esto puede
incrementar la adquisicion de mutaciones persistentes en las células supervivientes. Claramente, estas desventajas y la

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2749 131 T3

importancia potencial de esto para el desarrollo de la neoplasia subsecuente solo podrian determinarse mediante un
seguimiento a largo plazo. Una revision de los enfoques terapéuticos alternativos discutidos previamente para el
tratamiento de las lesiones relacionadas con el HPV se realizd por Bernard in 2004 (J Antimicrob Chemother. 2004
Feb;53(2):137-9) con la conclusion de que ninguno de estos generalmente se recomienda debido a los efectos
secundarios y a la eficacia limitada.

El presente estudio ilustra la utilidad de las composiciones que comprenden lopinavir y ritonavir para usar como
medicamento en el tratamiento del cancer o en la prevenciéon del desarrollo del cancer. Una composicién tal como
Lopimune sirve como una alternativa sorprendentemente efectiva a la cirugia para el tratamiento de la displasia del cuello
uterino relacionada con el HPV y tiene muchas ventajas sobre el tratamiento convencional, que incluyen:

(a) las composiciones de acuerdo con la invencion son relativamente baratas (~£ 15.00 por paciente para el protocolo de
tratamiento actual);

(b) las composiciones de acuerdo con la invencion no son un farmaco citotoxico, no se dirigen al ADN y tienen un perfil
de seguridad muy bueno con una licencia actual para el tratamiento sistémico a largo plazo de mujeres embarazadas y
nifos; y

(c) las composiciones de acuerdo con la invencion pueden aplicarse por la propia paciente, en principio, el tratamiento
puede repetirse muchas veces ya que no se informaron reacciones adversas agudas; y

(d) los efectos antineoplasicos/antivirales positivos fueron claramente evidentes incluso tan pronto como 4 semanas
después del inicio del tratamiento.

Todos estos factores se combinan para sustentar la utilidad de la invencion reivindicada.
Resumen

Se reclutaron 821 mujeres en las Clinicas de Pacientes Ambulatorios de Planificacion Familiar y Ginecologia del Hospital
Nacional de Kenyatta y se les realizé una prueba de HIV, HPV (Cervista®) junto con citologia convencional y liquida (LBC
-ThinPrep®) del cuello uterino. Las mujeres identificadas como HIV negativas y HPV positivas con lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado (HSIL), células escamosas atipicas de importancia indeterminada (ASCUS) y lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL) se incluyeron en el ensayo y se examinaron mediante colposcopia.
Después se les administré un curso de 2 semanas de 1 capsula de Lopimune (CIPLA) dos veces al dia, autoaplicado
como supositorio vaginal. La colposcopia, la prueba de HPV y el LBC se repitieron a las 4 y 12 semanas después del
inicio del tratamiento con una biopsia final por ponche a los 3 meses para la histologia.

De las 821 seleccionadas, 16 (1,95 %) de las mujeres dieron positivo al HIV. De los 805 restantes, 164 (20,4 %) fueron
positivos para HPV de alto riesgo, de las cuales 28 (17,1 %) tenian HSIL, 11 (6,7 %) LSIL, 21 (12,8 %) ASCUS y 5 (3,0
%) se diagnosticaron con ICC. De estas, Lopimune se administré a 23 mujeres con HSIL y a 17 mujeres con citologia
ASCUS/LSIL. La citologia posterior al tratamiento a las 12 semanas en mujeres diagnosticadas inicialmente con HSIL,
mostré que 14/22 (63,6 %) no tenian displasia y 4/22 (18,2 %) eran LSIL o ASCUS, lo que demuestra una respuesta
positiva combinada en 81,8 % de las mujeres. El HPV ya no se detectd en 23/12 (52,2 %) de las mujeres. La histologia a
las 12 semanas mostr6 ausencia de neoplasia en 13/22 (59,1 %) de los casos y 4/22 (18,2 %) tenia neoplasia intraepitelial
del cuello uterino de bajo grado (CIN1), lo que demuestra una respuesta positiva combinada en el 77,3 % de las mujeres.
Se encontré neoplasia de alto grado (CIN2-3) en 4/22 (18,2 %) y 1/22 tenia una neoplasia de células glandulares de alto
grado (hCGIN). Ademas, se observo una respuesta curativa al tratamiento para las mujeres diagnosticadas con citologia
ASCUS/LSIL antes del tratamiento. Estos datos se sustentan por imagenes colposcopicas que muestran la regresion de
las lesiones del cuello uterino y no se reportaron reacciones adversas.

Estos resultados ejemplifican, ademas, que las composiciones de acuerdo con la invenciéon sirven como una terapia
autoaplicada para la infeccion por HPV vy las lesiones relacionadas del cuello uterino. Como no hubo eventos adversos o
morbilidad detectable después del tratamiento, a diferencia de la cirugia, este tratamiento puede repetirse muchas veces.

Ejemplo 3 El tratamiento del con Lopimune elimina el ADN genémico de HPV 6 y HPV 11 de bajo riesgo del frotis del
cuello uterino.

Se analizaron muestras de sujetos en los ensayos descritos en el Ejemplo 1y el Ejemplo 2 para examinar si Lopimune
elimin6 o no el HPV de los sujetos.

Uso de PCR duplex como criterio de valoracion principal para detectar ADN viral del HPV 6 & 11 antes y después del
tratamiento con Lopimune: los HPV 6 y 11 son tipos de HPV de bajo riesgo que son la causa mas comun de verrugas
genitales. Para identificar los genotipos especificos de HPV 6 y 11, se disefiaron y optimizaron ensayos de PCR duplex
para detectar simultaneamente los ORF virales L1 o L2 mas E6 y E7. Se usé un kit de PCR de arranque en caliente segun
lo que recomienda el fabricante (Promega, Southampton, Reino Unido). Las mezclas de PCR consistieron en 10 yl de 5
X Green GoTag® Flexi Buffer, 3,0 mM MgCly, 0,2 mM dNTPs, 0,1 uM de cada cebador, 1,25 unidades de ADN polimerasa
GoTaq® y 50 ng de ADN gendmico extraido de muestras de frotis de pruebas ThinPrep® de citologia basada en liquido
(LBC) o controles positivos de HPV6/11, para un volumen de reaccion de 50 pl. El gen de expresion constitutiva Beta-2-
microglobulina (B2M) se us6 como muestra de control de calidad de ADN y la PCR se realizé mediante el uso de la mezcla
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de reaccién anterior con 0,2 uM de cada cebador B2M hasta un volumen de 50 pl. Todas las reacciones se prepararon
mediante el uso de un ciclador térmico Veriti TM (Applied Biosystems, Paisley, Reino Unido) con las condiciones y los
cebadores que se indican en la Tabla 7. Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 2,5
%, se tifieron con bromuro de etidio y se examinaron/fotografiaron bajo Luz ultravioleta.

Tabla 7. Cebadores y condiciones de PCR usadas para el genotipado de HPV6 & 11

D del Tamano del

Secuencia de oligonucleétido amplimero  |Parametros de PCR
cebador
(pb)
SEQ ID
NO 1:
6E6/7F 5-CTAATTCGGTGCTACCTGTGTCA-3' 062
SEQ ID
NO 2: 95°C x 2 min 8 ciclos: 94°C x
6E6/TR  |5-GAATCTTGTCCGTCCACTTCGT-3' 458, 60°C-1°Clciclo x 458,
72°C x 458S; 35 ciclos: 94°C x
SEQ ID 458, 58°C x 45S, 72°C x 45S;
NO 3: |5-GACTCGTCTCTTTTCGATCCCACA- 72°C x 7 min
6L1F 3
111
SEQ ID|5-
NO 4:  TAGGAAAGGATGTCCACTTACACCC-
6L1R 3
SEQ ID
NO 5:|5"-
11E6/7TF  |GTGTGCCTGTTGCTTAGAACTGCA-3' 357
SEQ ID . ) ) .
NO 6: | 5-CTTGTCCACCTCATCTTCTGAGCT- 95°C x 2 min 8 ciclos: 94°C x
11E6/7TR |3' 458, 61°C-1°C/ciclo x 45S,
72°C x 458S; 35 ciclos: 94°C x
SEQ ID| 458, 57°C x 458, 72°C x 458;
NO 7:5- 72°C x 7 min
11L1/2F  |CCTCCACCAAATGGTACACTGGAG-3' 210
SEQ ID
NO 8:

11L1/2R  |5-CCGTCCTCGATATCCACTTTGC-3'

Resultados

La Figura 6 muestra la electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR especificos de HPV 6 u 11, de bajo riesgo,
tefiidos con bromuro de etidio, amplificados a partir de ADN extraido de frotis de LBC obtenidos de pacientes
diagnosticadas con displasia del cuello uterino positiva a HPV de alto riesgo tanto antes como después del tratamiento
con Lopimune. Puede verse que dos muestras (S555 y S410) fueron positivas para el HPV 6 y cuatro (S359, S744, S321,
S394) para el ADN del HPV 11 antes del tratamiento, lo que da un total de 6 pacientes infectadas con virus de bajo riesgo.
(Nota: el ensayo duplex que se us6 detecta simultaneamente E6/E7 y L1, pero una sefial con uno u otro, o ambos, se
clasifica como positiva).

Un mes después del inicio del tratamiento, 4 pacientes (S555, S410, S744, S394) que fueron positivas para el HPV de
bajo riesgo se habian vuelto negativas. Aunque débil, la sefial L1 que todavia era visible en S359 a un mes, se ausento a
los 3 meses, lo que indica que de 6 pacientes infectadas con virus de bajo riesgo, solo una (S321) no pudo eliminar la
infeccion después del tratamiento con Lopimune. Estos datos muestran que Lopimune tiene actividad contra formas de
HPV de bajo riesgo asociadas con verrugas genitales.

Estos datos ilustran que el tratamiento con Lopimune elimina el ADN gendémico del HPV 6 & 11 de bajo riesgo de los frotis
del cuello uterino. Esto confirma que los tratamientos de acuerdo con la invenciéon son particularmente efectivos para tratar
o prevenir el desarrollo de afecciones cancerosas asociadas con la infeccién por HPV (por ejemplo, muchos canceres del
cuello uterino). Ademas, estos datos ilustran que los tratamientos de acuerdo con la invencion son efectivos para tratar
otras afecciones asociadas con la infecciéon por HPV, tales como trastornos proliferativos benignos (por ejemplo, verrugas
genitales), asi como canceres.

Ejemplo 4 - analisis colorimétrico del crecimiento celular.
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Se realizd un analisis colorimétrico del crecimiento celular para investigar la actividad de lopinavir y ritonavir contra las
lineas celulares de carcinoma del cuello uterino positivo para HPV, cuando se administran por separado o combinados.

Las células SiHa se cultivaron en RPMI mas FBS al 10% y células HeLa en DMEM mas FBS al 10%. Estas se sembraron
a 2000 ceélulas/pocillo para HeLa y 5000 células/pocillo para SiHa por triplicado en placas estandar de cultivo de tejidos
de 96 pocillos y se incubaron durante la noche a 37 °C/5% de CO,. Después se agregaron diferentes concentraciones y
proporciones de lopinavir y ritonavir en un volumen idéntico de DMSO, mas un control de DMSO solamente, y la incubacion
continud durante 0, 24, 48 y 72 horas. En cada punto de tiempo, se afiadieron 20 pl de reactivo CellTitre 96® AQ (Promega)
a tres pocillos separados por punto de datos y se leyo la absorbancia (OD 490) después de 1 hora a 37 °C. El reactivo
CellTitre 96® AQ es una version de MTS formazan soluble en agua del reactivo bien conocido MTT, que produce una
lectura colorimétrica que es directamente proporcional al nUmero de células viables presentes.

Resultados

Los resultados de estos experimentos se presentan en la Figura 7 para las células SiHa (Figura 7A) y Hela (Figura 7B).
Las células SiHa son positivas para HPV16 mientras que las células HeLa son lineas celulares de carcinoma del cuello
uterino positivas para HPV18 y las curvas de crecimiento de control DMSO muestran que las células Hela tienen una
tasa de crecimiento mas rapida que las SiHa. Para las células SiHa puede verse que 20 uM de lopinavir mas 5 uM de
ritonavir tiene el mismo efecto inhibidor sobre el crecimiento celular que 25 uM de lopinavir, con 5 uM de ritonavir que no
tiene efecto. Con las células Hela, puede verse que 20 uM de lopinavir mas 5 M de ritonavir fue mas inhibidor del
crecimiento que 25 pM de lopinavir o 5 uM de ritonavir cuando se aplicaron como agentes Unicos, lo que ilustra que la
combinacién es mas efectiva para inhibir el crecimiento que cualquiera de los compuestos aplicado como agente unico.
Sin embargo, aunque este método implica que la combinacién aditiva de lopinavir y ritonavir es tan efectiva para matar
células como el 100 % de lopinavir en SiHa y mas efectiva en células HelLa, no mide directamente la muerte celular. Por
esta razoén, la actividad de estos compuestos se evalud, ademas, mediante métodos que miden directamente la apoptosis
o la muerte celular total (ver Ejemplo 5).

Ejemplo 5 - analisis de apoptosis mediante el uso de la tincién doble con V450 Anexina V y yoduro de propidio:
Métodos

La tincion con V450 Anexina V (BD Biosciences) se uso6 para analizar el porcentaje de células dentro de una poblacion
que estan activamente en el proceso de apoptosis. El yoduro de propidio (PI) es una sonda estandar de tincion de ADN
para viabilidad por citometria de flujo y se usa para distinguir células viables de células no viables. Las células que se
tifien positivamente para V450 Anexina V y negativas para Pl estan en el proceso de apoptosis. Las células que se tifien
positivamente tanto para V450 Anexina V como para Pl se encuentran en las etapas finales de apoptosis, estan en el
proceso de necrosis o0 ya estan muertas. Las células que se tifien negativamente tanto para V450 Anexina V como para
Pl estan vivas y no sufren apoptosis medible.

Las células HelLa son notoriamente robustas y, sin embargo, los ensayos CellTitre 96® AQ discutidos anteriormente
mostraron que experimentaron una inhibicién pronunciada del crecimiento cuando se trataron con lopinavir y ritonavir
combinados. Por esta razon, estas células se eligieron para evaluar los efectos de estos compuestos sobre la muerte
celular. Se sembré una alicuota de 2 mL de medio de crecimiento que contenia 20,000 células en cada pocillo de una
placa de 6 pocillos. Después de 72 horas de incubacion en DMEM (FBS 10 % y L-Glutamina 1 %) a 37 °C/5 % de COy,
se afiadieron varias concentraciones y relaciones de lopinavir y ritonavir en un volumen idéntico de DMSO vy las células
se incubaron durante 48 horas mas. El medio de crecimiento se retird y se reservo y las células se lavaron con PBS,
seguido de incubacion con 1 mL de Accutase (Life Technologies, Paisley, Reino Unido, niumero de catalogo A11105-01)
por pocillo durante 15 minutos. El medio de crecimiento original se volvié a agregar para neutralizar el Accutase, y se
centrifugd a 1,200 rpm durante 5 minutos para sedimentar las células y esto se repiti6 dos veces con PBS frio. El
sedimento celular finalmente se suspendié en 1 x tampo6n de unién (10x = Hepes 0,1 M (pH 7,4), 1,4 M NaCl, 25 mM
CaCly) a una concentracion de 10° células/mL. Se retiré una alicuota de 100 pl que contiene 10%células y se coloco en un
tubo de cultivo de 5 mL y se afiadieron 5 pl de V450 Anexina V mas 10 ul de PI (50 pg/mL). Las células se mezclaron
suavemente y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos en la oscuridad, luego se agregaron 400 ul de 1
x tampodn de union antes de analizarlas por citometria de flujo mediante el uso de un instrumento Cyan ADP (Beckman
Coulter) y el programa informatico Summit dentro de una hora del procedimiento anterior. El fluorocromo de Anexina se
excitd con un laser de 405 nm y la emisién se midié mediante el uso de un filtro de paso de banda de 450/50 nm. EIl Pl se
excitdé con un laser de 488 nm y la emision se detectd mediante el uso de un filtro de paso de banda de 613/20 nm. Los
datos se seleccionaron para escoger células individuales mediante el uso de un grafico de dispersion directa contra el
ancho del pulso, y para excluir los desechos mediante el uso de la dispersion directa graficada contra la dispersion lateral.
Todos los ensayos de citometria mostrados fueron el resultado de tres cultivos separados y la variabilidad intraensayo se
evaluo, ademas, mediante la repeticion del mismo ensayo de tratamiento farmacologico (1:1 Lop/Rit) tres veces. Las
células no tefiidas y las células tefiidas por separado con V450 Anexina V o Pl se usaron como controles para optimizar
la compensacion y la activacion del citdmetro.
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Resultados

Graficos de dispersion después del analisis en un citdbmetro celular: los graficos de dispersion de la Figura 8 muestran
perfiles de células HelLa no tefiidas, solo tefidas con Anexinay solo tefiidas con Pl para optimizar el citmetro y establecer
canales de manera apropiada. Esto mostrd, ademas, que se observé muy poco fondo en el cuadrante R4 donde deberian
detectarse células apoptoéticas en etapa avanzada.

Los graficos de dispersion de la Figura 9 muestran el analisis de cultivos por triplicado tratados con 1:1 (12,5 pM de
lopinavir (Lop) + 12,5 uM de ritonavir (Rit)) con un andlisis adicional de un cultivo repetido 3 veces para determinar la
variacion intra citdmetro del ensayo. (Nota: las células en el cuadrante R6 se encuentran en etapas mas tempranas de
apoptosis).

Los graficos de dispersion de la Figura 10 muestran el analisis de cultivos por triplicado tratados con 4:1 (Lop 20 uM + Rit
5 pyM) mas cultivos tratados con cantidades decrecientes de ritonavir (Lop 21 uM + Rit 4 yM y Lop 23 uyM + Rit 2 yM).

Los graficos de dispersion de la Figura 11 muestran cultivos duplicados tratados con Lop 25 yM como agente Unico y
cultivos triplicados tratados con la misma cantidad de DMSO usada para todos los ensayos de farmacos mostrados.

Analisis de varianza inter e intra muestra: La Figura 12 es un grafico que muestra el analisis de la varianza intra e
intermuestra que se produjo dentro y entre los ensayos apoptéticos de citometria de flujo realizados en tratamientos 1:1
(12,5 uM Lop + 12,5 uyM Rit). Las graficas de recuadro blanco representan el porcentaje de células que se encuentran en
el cuadrante R4 (apoptosis de etapa tardia) mientras que las graficas de recuadro sombreado representan el porcentaje
que se encuentra en R6+R4 (apoptosis de etapa temprana y tardia combinadas). Las lecturas intramuestras demostraron
una diferencia maxima de 4 puntos porcentuales, lo que indica que los graficos de dispersion tienen un alto grado de
reproducibilidad.

Comparacion del porcentaje de células apoptéticas entre tratamientos: La Figura 13 es un grafico de cajas que muestra
la comparacion de los efectos de los diversos tratamientos farmacoldgicos sobre los niveles de apoptosis tardia (cajas
blancas R4) y apoptosis temprana + tardia (cajas sombreadas R6+R4) observados en estos cultivos. Puede verse que
4:1 (20 uM Lop+5 puM Rit) tiene el nivel mas alto de apoptosis seguido de 1:1 (12,5 uM Lop+12,5 pM Rit). La reduccion de
la cantidad de ritonavir por debajo de 5 uM y el aumento de las cantidades de lopinavir caus6 una reduccion en la cantidad
de apoptosis observada. Estos resultados indican que, con una dosis total de 25 puM, la relacién éptima del farmaco se
encuentra entre 1:1 y 4:1 de lopinavir/ritonavir. Ademas, el lopinavir 25 yM como agente Unico fue menos efectivo que
cualquiera de los tratamientos combinados.

Analisis estadistico
La Tabla 8 ilustra un nivel a de 0,05; las lecturas replicadas son aceptables; y los intervalos de confianza del 95 % no

pasan 0. Por lo tanto, las medias son adecuadas para ANOVA que mostré una diferencia significativa entre las medias de
las muestras (tabla 9). Puntaje F de 59,252 y valor p de 1,4 x 107(es decir, <a 0,05)

Tabla 8:
Desviacion Intervalo de confianza del 95 % para la media
. Estandar . L . .
Portal R4 Media Error Limite Limite Min |Max
Estandar inferior superior
DMSO 6,4233 |1,07472 ,62049 3,7536 9,0931 5,25 7,36
Lop12,5Rit12,5 28,4967 |2,29740 1,32640 22,7896 34,2037 25,97 130,46
Lop20Rit5 35,2500 |4,13668 2,38831 24,9739 45,5261 30,85 39,06
Lop21Rit4 26,0733 |1,28722 ,74318 22,8757 29,2710 24,60 26,98
Lop23Rit2 24,7800 |,79379 ,45829 22,8081 26,7519 24,23 25,69
Lop25Rit0 21,8000 |,01414 ,01000 21,6729 21,9271 21,79 121,81
Total 23,9218 19,49713 2,30339 19,0388 28,8047 5,25 39,06
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Tabla 9:
Suma de cuadrados |df |Cuadrado medio |F Sig,
Entre grupos 1391,462 5 278,292 59,252 0,000000139935051
Dentro de los grupos |51,665 11 14,697
Total 1443,127 16

La Tabla 10 ilustra que Dunnet post-hoc muestra que todos los tratamientos son significativamente diferentes al DMSO
(intervalo de valores de p: 1,9x10%a 1,8x10%).

Tabla 10:

Condicién de tratamiento Diferencia Error Sig, Intervalo de confianza de 95
media Estandar % L'l’mite inferior  Limite

superior

Dunnett t Lop12,5Rit12,5 | DMSO |22,07333*  |1,76952 0,000000 | 17,5805

(>control)® Lop20Rit5 DMSO |28,82667* |1,76952 0,000000 (24,3338

Lop21Rit4 DMSO |19,65000* |1,76952 0,000001 |15,1571

Lop23Rit2 DMSO |18,35667* |1,76952 0,000001 |13,8638

Lop25Rit0 DMSO |15,37667* |1,97838 0,000019 |10,3535

El analisis post-hoc de Bonferonni (Tabla 11) muestra, ademas, que todos los tratamientos son significativamente
diferentes al intervalo de valores p de DMSO (esperado, no mostrado): 1,29x10* a 7,14x108.

Tabla 11

Bonferonni Diferencia media Intervalo de confianza del 95 %

Condicion de tratamiento Error Estandar |Sig, Limite inferior |Limite superior

Lop12,5Rit12,5 |Lop20Rit5 -6,75333* 1,76952 0,042907 |-13,3506 -,1561

Lop20Rit5 Lop12,5Rit12,5 |6,75333* 1,76952 0,042907 |,1561 13,3506
Lop21Rit4 9,17667* 1,76952 0,004514 | 2,5794 15,7739
Lop23Rit2 10,47000* 1,76952 0,001509 | 3,8727 17,0673
Lop25Rit0 13,45000* 1,97838 0,000444 6,0740 20,8260

Lop23Rit2 Lop20Rit5 -10,47000* 1,76952 0,001509 |-17,0673 -3,8727

Lop25Rit0 Lop20Rit5 -13,45000* 1,97838 0,000444 |-20,8260 -6,0740

Ejemplo 6 - analisis de la muerte celular total por tincion con Azul de Tripan: -
Métodos

A diferencia del método anterior Anexina V/PI, la tincién con Azul de Tripan no detecta células en las primeras etapas de
muerte celular programada ni distingue entre muerte celular apoptética y necrética.

De manera similar al ensayo de Anexina V/PI, se sembraron alicuotas de 2 mL de medio de crecimiento que contenian
20,000 ceélulas, en placas de 6 pocillos. Después de 72 horas de incubacion en DMEM (FBS 10 % y L-Glutamina 1 %) a
37 °CI5 % de COg, se afiadieron varias concentraciones y relaciones de lopinavir y ritonavir en un volumen idéntico de
DMSO vy las células se incubaron durante 48 horas mas. El medio de crecimiento se retir6 y se reservo y las células se
lavaron con PBS, seguido de incubacion con 1 mL de Accutase (Life Technologies, Paisley, Reino Unido, nimero de
catalogo A11105-01) por pocillo durante 15 minutos. El medio de crecimiento original se volvié a afiadir para neutralizar
la Accutase, y se centrifugé a 1,200 rpm durante 5 minutos para sedimentar las células, que después se suspendieron en
PBS. Se afadié un volumen igual de solucion de azul de Tripan al 0,4 % p/v (Sigma) y se contaron las células
vivas/muertas mediante el uso de un hemocitdémetro. Todos los ensayos fueron el resultado de tres cultivos separados y
todos los recuentos celulares se repitieron por triplicado.
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Resultados

La Figura 14 ilustra la muerte celular total en células Hela medida por el ensayo de mortalidad celular de Azul de Tripan.
Si el porcentaje de DMSO de muerte celular de fondo se resta de los diversos tratamientos farmacoldégicos, puede verse
que la combinacion de 4:1 (lopinavir 20 yM mas ritonavir 5 uM) exhibe una sinergia, de manera que éste fue mas eficaz
para inducir la muerte celular (49,18 %) que la suma de ambos compuestos (33,66 %) cuando se administraron por
separado. Disminuir la relacion de los dos farmacos a 1:1 (Lopinavir 12,5 yM mas ritonavir 12,5 yM) fue algo menos eficaz
para inducir la muerte celular que la relacion 4:1 y no mostré el mismo nivel de sinergia. En consecuencia, una relacion
de 4:1 (lopinavir:ritonavir) representa una relacion preferida para las composiciones que se usan de acuerdo con la
invencion.
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REIVINDICACIONES

Una composicion que comprende lopinavir y ritonavir para usar como un medicamento en el tratamiento del
cancer o trastornos proliferativos benignos (verrugas) o en la prevencion del desarrollo del cancer en donde el
Virus del Papiloma Humano (HPV) es el causante del cancer o trastorno.

La composicion para usar de conformidad con la reivindicacion 1 para prevenir el desarrollo del cancer.

La composicion para usar de conformidad con la reivindicacion 2 en una dosis que es eficaz para tratar una
infeccion por el Virus del Papiloma Humano (HPV) con o sin patologia anormal asociada.

La composicion para usar de conformidad con cualquier reivindicacién anterior en donde el medicamento se usa
para tratar o prevenir el desarrollo de neoplasias y/o verrugas relacionadas con el HPV en el cuello uterino, vulva,
vagina, pene, ano, cavidad oral, laringe; neoplasias en etapa temprana; o neoplasias en el cuello uterino.

La composicién para usar de conformidad con cualquier reivindicacién anterior en donde el medicamento se
formula para aplicacion tépica.

La composicién para usar de conformidad con cualquier reivindicacién anterior en donde el medicamento
comprende entre aproximadamente 100 mg a aproximadamente 600 mg de lopinavir y aproximadamente 30 mg
a aproximadamente 175 mg de ritonauvir.

La composicién para usar de conformidad con cualquier reivindicacién anterior en donde el medicamento se
administra una o dos veces al dia.

La composiciéon para usar de conformidad con cualquier reivindicacién anterior en donde el medicamento se
administra durante un periodo de entre 7 y 21 dias y, opcionalmente, durante un segundo periodo o mas de entre
7 y 21 dias.

La composicion para usar de conformidad con la reivindicacién 8, en donde el medicamento se administra en un
régimen de tratamiento de un primer periodo de 14 - 21 dias; seguido de un periodo de 1-14 dias sin tratamiento;
y después seguido por un segundo periodo de 14 - 21 dias.

La composicién para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el medicamento
se usa en el tratamiento intravaginal de una paciente que tiene una displasia del cuello uterino relacionada con
el HPV.

La composicion para usar de conformidad con la reivindicacion 10, en donde la composicion reduce la gravedad
de la displasia relacionada con el HPV y en donde:

(a) la gravedad del HPV se reduce de CIN3 a CIN2, de CIN3 a CIN1, de CIN3 a HPV negativo, de CIN2 a CIN1,
de CIN2 a HPV negativo, o de CIN1 a HPV negativo; o

(b) la gravedad se reduce de aproximadamente 4 semanas a aproximadamente 52 semanas después de
administrar dicha composicion.

La composicion para usar de conformidad con la reivindicacion 10 u 11, en donde la paciente tiene una citologia
de cuello uterino de lesion intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL), células escamosas atipicas de
importancia indeterminada (ASCUS), o lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL).

La composicion para usar de conformidad con la reivindicacion 12, en donde la composicion reduce la citologia
del cuello uterino de HSIL a una citologia normal, de HSIL a ACSUS, de HSIL a LSIL, de ACSUS a una citologia
normal, o de LSIL a una citologia normal.

La composicion para usar de conformidad con la reivindicacion 13, en donde la citologia del cuello uterino se
reduce de aproximadamente 4 semanas a aproximadamente 52 semanas después de administrar dicha
composicion.

La composicion para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 11-14 en donde la composicion
se administra dos veces al dia durante 14 dias.

La composicion para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 11-15 en donde la composicion
induce apoptosis de células infectadas con HPV.
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FIGURA 1

(A)

Previo al tratamiento
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1 Mes post-Tratamiento

3 Meses post-Tratamiento

Diagnostico Previo al
tratamiento
Positivo al HPV de alto riesgo
HSIL Discariosis Grave

1 Mes post- tratamiento
Negativo al HPV de alto riesgo
Citologia normal

3 Meses post- tratamiento
Negativo al HPV de alto riesgo
Citologia normal

(B)

Previo al tratamiento

1 Mes post-Tratamiento

3 Meses post-Tratamiento

Diagnostico Previo al
tratamiento

HSIL Discariosis Grave

Positivo al HPY de alto riesgo

1 Mes post- tratamiento
MNegativo al HPV de alto riesgo
HSIL Discariosis Grave

3 Meses post- tratamiento
Negativo al HPV de alto riesgo
Citologia normal
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FIGURA 1 Cont.

(C)

Previo al tratamiento 1 Mes post-Tratamiento 3 Meses post-Tratamiento

Diagndstico Previo al 1 Mes post- tratamiento 3 Meses post- tratamiento
fratamiento Megativo al HFY de alto riesgo Megativo al HPY de alto riesgo
Positivo al HFV de alto riesgo HSIL Discariosiz Grave Citologia limitrofe

HSIL Discariosis Grave

(D)

Previo al tratamiento 1 Mes post-Tratamiento 3 Meses post-Tratamiento

Diagnastico Previo al tratamiento 1 Mes post- tratamiento 3 Meses post- tratamiento
Positivo al HPY de alto riesgo Megative al HPV de alto riesgo Megativo al HPV de alto riesgo
HSIL Citologia Mormal Citologia normal
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FIGURA 2

Seleccidn del paciente

‘

Explicacion/informacion, prueba previa HIV y frotis para Papanicolau,

Asesoramiento

Consentimiento informado

|

Completamiento de cuestionarios, Realizar las pruebas del HIV, frotis para Papanicolau
& LBC (Prueba de HPV Cervista) Resultados inmediatos de la prueba HIV y
agesoramiento después de la prueba

!

Colooscopia+VILI

Revision después de 2 semanas con los resultados de Cervista, frotis para Papanicolau & LBC,

HIV Mezativo HIV Paositivo

~

Remitidas a
PSC/CCC +/-
GOPC como se
indica

Egreso (Mormal)
Remitidas a ICC a
1 MNormal o
GOPC cc

HSIL, ASCUS, LSIL

%

Inclusién para Lopimune 2 x Diariamente durante dos semanas, Revision

cada 2 dias

LBC, Colposcopia+VILl a las 4 semanas

Revision a las & semanas

LEC, Colposcopia+VILI, Biopsia a las 12

semanas

L J

Egreso del
estudio

Abreviaturas

PSC-Centro de Ayuda al Paciente
CCC-Cuidados Clinicos Especializados
(HIV/AIDS)

GOPC-Seguimiento Ginecolagico del Paciente
ambulatorio
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5

4 semanas post- 12 semanas post-
Previo al tratamiento Tratamiento Tratamiento

EO2

HPV-ve, HSIL

E03

HPV+ve, HSIL

E14

HPV+ve, Normal  HPV-ve, Normal, No CIN

E12

HPV+ve, Normal HPV+ve, Normal, No CIN

36



ES 2749 131 T3

FIGURA 6

HPV 6 +ves HPV 11 +ves

Previo al tratamiento

1 Mes post-Tratamiento

 HPV
6/11

3 Meses post-Tratamiento

Previo al tratamiento

1 Mes post-Tratamiento

3 Meses post-Tratamiento
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Ensayo AQ96 (OD 1s0nm)
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FIGURA 7a
Ensayo de Crecimiento de SiHa AQ96
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Ensayo AQ96 (OD s300m)
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FIGURA 7b
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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Variacion inter muestra

Pocillo 1 . .
- : Pocillo 2 Pocillo 3

gg: g'?‘; “ﬁg:{g‘g gg ”ﬂgﬁ R4: 3,77 porcentaje de puntos Rd: 3,30 porcentaje de puntos
At ! p R&: 0,76 porcentaje de puntos R&: 2,83 porcentaje de puntos
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FIGURA 10
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FIGURA 11

25LOP:ORT(1) ~ 25LOP:ORM(2)
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FIGURA 12
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Porcentaje de Apoptosis
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FIGURA 13
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Porcentaje de Células Muertas (%)
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FIGURA 14

Ensayo de mortalidad celular con Azul de Tripan en células HeLa
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