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DESCRIPCIÓN

Inmunomodulador para la gestión de enfermedad/infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

Esta invención se refiere a inmunomoduladores para la gestión de la enfermedad/infección por el virus de la inmu-
nodeficiencia humana (VIH).

Fundamento de la invención

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se aisló por primera vez en 1983. Se sabe que el agente causante
del SIDA es un virus de la familia de los retrovirus llamado en español VIH (virus de la inmunodeficiencia humana).
Sin embargo, la infección con VIH, no da lugar inmediatamente a los síntomas manifiestos del SIDA. Tres a seis
semanas después de la infección primaria por VIH más del 50% de los individuos desarrollan el síndrome agudo
del VIH, que es auto-limitante. Los signos clínicos que se observan durante este periodo incluyen fiebre, faringitis,
linfadenopatía, dolor de cabeza, artralgia, mialgia, malestar, letargia, náuseas, vómitos, diarrea, sarpullidos en la piel,
ulceración mucocutánea, meningitis, encefalitis, neuropatía etc. La única indicación de la exposición al virus puede
ser la presencia de anticuerpos para el mismo en la sangre del sujeto infectado que a continuación se describe como
“VIH positivo”. La infección puede permanecer latente; dando lugar a síntomas no obvios, y el periodo de incubación
antes del desarrollo del SIDA puede variar de varios meses a décadas. El desarrollo del SIDA propiamente dicho
puede ir precedido por el complejo relacionado con el SIDA (abreviadamente CRS), que se caracteriza por fiebre sin
explicación, pérdida de peso, tos o diarrea. El desarrollo del SIDA y/o CRS es dependiente del mal funcionamiento
del sistema inmune. Son escasamente conocidas las razones del periodo variable entre la infección con el virus y
el mal funcionamiento del sistema inmune en un individuo infectado. Factores actualmente desconocidos pueden
desencadenar la proliferación del virus con la desactivación consiguiente del sistema inmune. Las víctimas de la
enfermedad son luego sometidas a diversas infecciones y enfermedades malignas, que, al no ser controladas por el
sistema inmune desactivado, conducen a la muerte. Así el VIH se caracteriza por el síndrome “VIH agudo” seguido
por una “etapa asintomática” con latencia clínica. La etapa sintomática se establece más tarde con la desactivación del
sistema inmune, que finalmente conduce a la muerte del individuo infectado con el VIH.

Aunque la enfermedad es causada por el virus, la morbilidad y la mortalidad asociada con la enfermedad es debida
a la desactivación del sistema inmune. La desactivación del sistema inmune se caracteriza por la disminución del
recuento de los linfocitos CD4+ T. Debido a esta razón el sistema de clasificación revisado en 1993 para el VIH está
basado en el recuento de los linfocitos CD4+ T. La enfermedad por VIH se divide empíricamente basándose en el
recuento de los linfocitos CD4 que es una medida de la inmunodeficiencia.

a) Etapa temprana: Recuento de células CD4+ T más de de 500.

b) Etapa intermedia: Recuento de células CD4+ T de 200 a 500.

c) Etapa avanzada: Recuento de células CD4+ T menos de 200.

Se ha encontrado que los individuos con enfermedad por VIH no progresiva tienen recuentos estacionarios de CD4.
También se ha observado que tiene una fuerte respuesta inmune frente a los virus.

Existen pruebas de que en la infección por VIH, hay una pérdida espectacular de células CD4 T, que da como
resultado un desarrollo muy rápido de los síntomas manifiestos del SIDA. La mayoría de los síntomas del SIDA que
definen infecciones oportunísticas y verdaderas enfermedades malignas ocurren en la fase avanzada de la enfermedad
en donde el recuento de células CD4 es menos de 200 células/µL.

Recuento de CD4 y VIH

Aunque el VIH es una infección viral, la carga viral puede determinarse con una precisión razonable mediante el
recuento de CD4 (una medida del estado del sistema inmune) que desempeña una función principal en la gestión del
VIH debido a las siguientes razones.

1. La morbilidad y mortalidad en individuos infectados por VIH es debida a infecciones oportunísticas. Estas
infecciones oportunísticas definen el comienzo del SIDA en individuos VIH positivos. El riesgo de enfer-
medades oportunísticas aumenta marcadamente cuando el recuento de células CD4+ disminuye hasta menos
de 200 células/mm3.

2. El recuento de CD4 proporciona una estimación del grado de inmunodeficiencia existente. La inmunodefi-
ciencia es responsable de que los individuos VIH positivos se conviertan enfermos de SIDA.

3. La iniciación de la terapia anti-retroviral también es dependiente del recuento de CD4.

4. El resultado de la terapia anti-retroviral también es dependiente del recuento de CD4. La mayor supervi-
vencia está asociada con el recuento de CD4 inicial más elevado.
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5. El riesgo de progreso hacia la enfermedad que define el SIDA está asociado con un recuento en disminución
de CD4. El riesgo es más bajo cuanto más elevado el recuento de CD4.

6. La probabilidad de desarrollar SIDA en 3 años es significativamente mayor cuando el recuento de CD4
es bajo (menor que 200 células CD4 + T) comparado con un recuento elevado de células CD4+. Para una
carga viral mayor que 55 k, obtenida por transcriptasa inversa-reacción en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) el riesgo es 32,6% si el recuento de CD4+ T es más de 500 células/mm3 comparado con 85,5% para
los individuos con un recuento de CD4 de menos de 200 células/mm3.

7. Similarmente para una carga viral de 20 k-55 k (RT-PCR) el riesgo de desarrollar SIDA es 9,5% cuando el
recuento de CD4 es más de 750 células/mm3 comparado con 40,1% cuando el recuento de CD4 es menos
de 350 células/mm3.

Objetivos de la terapia

• Supresión de la carga viral máxima y duradera.

• Restablecimiento y/o conservación de la función inmunológica.

•Mejora de la calidad de vida.

• Reducción de la morbilidad y mortalidad relacionada con el VIH.

El método para tratar el VIH incluye diversas opciones terapéuticas. Las opciones incluyen gestión de síntomas e
infecciones que se manifiestan en los individuos infectados por el VIH en diversas etapas de la enfermedad. Los fárma-
cos anti-retrovirales se usan para mantener bajo control la infección por VIH (carga viral). Dichos fármacos mantienen
la carga viral bajo control. Los primeros fármacos anti-retrovirales como la azotimidina retrasaban el progreso de la
enfermedad y no tenían ningún efecto significativo sobre el recuento de CD4. Los inhibidores de proteasas como el
indinavir y ritonavir que se han introducido recientemente mejoran el recuento de CD4 al mismo tiempo que reducen
la carga viral. Todos los fármacos (anti-retrovirales) tienen sus propios efectos secundarios. La resistencia de a los
fármacos también ha de tenerse en cuenta. Por tanto, existe la necesidad de proporcionar un mecanismo de terapia
alternativa para tratar el VIH.

Puesto que el recuento de CD4 es importante en mantener la inmunidad de los individuos y los recuentos dismi-
nuidos de CD4 están asociados con la morbilidad y mortalidad en la infección por VIH se hacen intentos de mejorar la
inmunidad para la gestión del VIH. Se han hecho diversos esfuerzos dirigidos a este fin. Esto ha dado como resultado
la introducción de terapias de modificación del sistema inmune con o sin fármacos anti-retrovirales. Dichos fármacos
comprenden antígenos, citoquinas, organismos etc.

Sorprendentemente se ha encontrado ahora durante el curso de la investigación realizada por los inventores de la
presente solicitud que formulaciones “Mycobacterium W” (Mw) con o sin material antigénico y/o inmunomodulador
derivado de (Mw) son eficaces la gestión de la enfermedad/infección por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH).

Técnica anterior

M. vaccae es aparentemente único entre las especies de micobacterias conocidas porque las preparaciones matadas
por calor retienen sus propiedades para uso como vacunas e inmunoterapéutico. Por ejemplo, las vacunas de M. bovis-
BCG, usadas para la vacunación contra la tuberculosis, emplean cepas vivas. M. bovis-BCG y M. tuberculosis matadas
con calor no tienen propiedades protectoras cuando se emplean en vacunas. Se ha aislado cierto número de compuestos
de una gama de especies micobacterianas que tienen propiedades adyuvantes. El efecto de dichos adyuvantes es
esencialmente estimular un mecanismo de respuesta inmune particular contra un antígeno de otras especies.

En la Patente de EE.UU. nº 6.001.361 la invención se refiere a compuestos y métodos para el tratamiento de
infecciones por micobacterias que incluyen Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium avium. La invención se
refiere además a compuestos que funcionan como amplificadores no específicos de la respuesta inmune, y al uso de
dichos amplificadores no específicos de la respuesta inmune como adyuvantes en vacunación o inmunoterapia contra
enfermedades infecciosas, y en cientos tratamientos para trastornos del sistema inmune y cáncer.

La Patente de EE.UU. nº 4.716.038 describe el diagnóstico de, la vacunación contra y el tratamiento de, enfer-
medades autoinmunes de diversos tipos, incluyendo enfermedades artríticas, por administración de micobacterias,
incluyendo M. vaccae.

La Patente de EE.UU. nº 6.210.684 describe un método para retrasar el comienzo del SIDA usando M. Vaccae
muerta. El comienzo del SIDA que está relacionado con la disminución del recuento de CD4 no se describe en esta
patente. Los estudios publicados muestran que M. Vaccae muerta carece de efectos sobre el recuento de CD4 en
individuos VIH positivos.
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La Publicación de Solicitud de Patente Internacional WO 91/01751 describe el uso de material antigénico y/o
inmuno-regulador procedente de M. vaccae como un agente inmuno-profiláctico para retrasar y/o prevenir el comienzo
del SIDA.

La Publicación de Solicitud de Patente Internacional WO 94/06466 describe el uso de material antigénico y/o in-
muno-regulador procedente de M. vaccae para la terapia de infección por VIH, con o sin SIDA y con o sin tuberculosis
asociada.

La Patente de EE.UU. nº 6.001.361 describe una invención que se refiere generalmente al tratamiento por vacuna-
ción o inmunoterapia de trastornos de la piel, tales como psoriasis, dermatitis atópica, dermatitis de contacto alérgica,
alopecia areata, y los cánceres de piel, carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas y melanoma. En
particular, la invención se refiere al uso de compuestos, que están presentes en Mycobacterium vaccae (M. vaccae) o
han sido derivados del mismo o proceden del filtrado de cultivo de M. vaccae.

La Patente de EE.UU. nº 5.599.545 describe el uso de micobacterias, especialmente M. vaccae entera inactivada,
como un adyuvante para la administración con antígenos, que no son endógenos para M. vaccae. Esta publicación
teoriza que el efecto beneficioso como adyuvante a la proteína de choque térmico 65 (abreviadamente HSP 65, por la
expresión inglesa Heat Shock Protein).

La Publicación de Solicitud de Patente Internacional WO 92/08484 describe el uso de material antigénico y/o
inmuno-regulador derivado M. vaccae para el tratamiento de la uveitis.

La Publicación de Solicitud de Patente Internacional WO 93/16727 describe el uso de material antigénico y/o
inmuno-regulador derivado de M. vaccae para el tratamiento de enfermedades mentales asociadas con una reacción
autoinmune iniciada por una infección.

La Publicación de Solicitud de Patente Internacional WO 95/26742 describe el uso de material antigénico y/o
inmuno-regulador derivado de M. vaccae para retrasar o prevenir el crecimiento o diseminación extensión de tumores.

M. Vaccae no está asociado con cambios en el recuento de CD4 o la carga viral en individuos VIH positivos. No
proporciona ningún alivio relevante en individuos VIH positivos.

Sin embargo, a pesar de las diversas patentes expedidas en relación con Mycobacterium vaccae, dicho microorga-
nismo fracasa en proporcionar un cambio significativo en el recuento de CD4, así como en la carga viral en individuos
que son VIH positivos.

Se han realizado intentos similares en mejorar el recuento de CD4 usando inmunomoduladores de diversas fuentes.

Remune es un inmunógeno específico de VIH-1 en adyuvante incompleto de Freund. Incluye VIH-1 inactivado,
el cual está empobrecido en gp 120. Se encuentra que es seguro como inmunógeno potencial en personas infectadas
con el VIH. En estudios iniciales se encontró que mejoraba el recuento de células CD4 en estudio de cohortes de VIH
asintomáticos VIH que no toman agentes anti-retrovirales. Se administra intramuscularmente como una inyección en
los músculos tríceps. El estudio reciente por Sukeepaisarncharoen W. et al., sugiere que la terapia con Remune está
asociada con la estabilización de los recuentos de células CD 4. También sugiere que puede ser valioso en participantes
con elevados recuentos de células CD4+ T.

Uno de dichos inmunomoduladores consiste en una mezcla de antígenos de bacterias inactivadas con antígenos del
virus de la gripe (inmunomodulador poliantigénico). Usando este inmunomodulador no ha sido posible conseguir una
mejora en el recuento de CD4.

SB-73 es otro inmunomodulador hecho de la sustancia producida por Penicillium P (cepa PB-73). En un pequeño
estudio se encontró que mejoraba el recuento de CD4 en la mayoría (10/14) de individuos infectados con el VIH
cuando se administró intramuscularmente en dosis de 5 mg.

Reticulosa, un péptido-ácido nucleico es otro inmunomodulador encontrado como útil en mejorar el recuento de
CD4 en individuos infectados con VIH cuando se administra subcutáneamente. Se administró como dos inyecciones
subcutáneas (SC) de 1 ml al día durante dos semanas seguido por un inyección SC de 1 ml al día una semana si y otra
no durante un total 60 días (tratamiento total de 30 días). Dio como resultado una mejora significativa en el recuento
de CD4 en ausencia de una terapia anti-retroviral.

Timosin α1 es un péptido de 28 aminoácidos. Junto con interleuquin-2 se evaluó su eficacia en mejorar el recuento
de CD4. Se encontró que no tenía un efecto significativo. El factor estimulante de colonias de granulocitos (Filgrastim)
también ha sido evaluado en la mejora de la respuesta inmune en VIH sin mucho éxito.

OKT3, un anticuerpo monoclonal de CD3 se ha usado satisfactoriamente en la gestión del VIH junto con agentes
anti-retrovirales e interleuquina-2 en tres pacientes.

De las diversas citoquinas usadas en la gestión de VIH, la interleuquina-2 (IL-2) está exhaustivamente estudiada y
usada. Se usa en forma de inyección que ha de ser administrada intravenosamente o subcutáneamente. Se encuentra que
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mejora significativamente el recuento de CD4 cuando se usa sola o junto con fármacos anti-retrovirales. Se administra
en forma de terapia intermitente observándose a veces efectos secundarios intolerables. Dichos efectos se observan
solamente durante el periodo de administración activa. La mejora observada en el recuento de CD4 se encontró que
era estable.

Otras citoquinas usadas en la gestión del VIH incluyen IL-12 e IL-15.

La Patente de EE.UU. nº 5.759.992 proporciona un glicopéptido de bajo peso molecular con un peso molecular de
919,2 daltons se deriva del líquido sobrenadante de células rotas manteniendo la temperatura de 4ºC a través de todo
el proceso. Dicho glicopéptido se obtiene a partir de bacterias que incluyen E. coli y Mycobacterium. Se encontró que
mejoraba el recuento de CD4 en ratones normales. No se evaluó en animales VIH positivos.

La Patente de EE.UU. nº 5.871.732 describe método para impedir o tratar SIDA, complejo relacionado con el
SIDA e infección por el virus de la inmunodeficiencia humana por anticuerpos anti-CD4 homólogos a las secuencias
de DNA que codifican dichos homólogos.

La Mycobacterium w es una micobacteria atípica, cultivable y no patógena, con propiedades bioquímicas y caracte-
rísticas de crecimiento rápido que se asemejan a la clase IV del grupo de Runyons de micobacterias en sus propiedades
metabólicas y de crecimiento, pero no es idéntica a las cepas usualmente listadas en este grupo. Por tanto, se piensa
que (Mw) es una cepa enteramente nueva. La identidad de especie de Mw ha sido definida por la determinación de la
secuencia de DNA por la reacción en cadena de la polimerasa.

Se ha encontrado que comparte antígenos con Mycobacterium leprae y Mycobacterium tuberculosis. Se ha encon-
trado que proporciona profilaxis contra la lepra en seres humanos convirtiendo a individuos negativos a la lepromina
en positivos a la lepromina. También se ha encontrado que proporciona profilaxis contra la tuberculosis en animales.
En la lepra también se encuentra que reduce la duración de la terapia para matar bacterias, la eliminación, así como el
curado clínico cuando se usa con terapia de multi-fármacos.
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Sumario de la invención

De acuerdo con la presente invención se ha encontrado que el inmunomodulador preparado a partir de Mycobac-
terium w (Mw) es útil en la gestión de la infección por VIH. Los inventores hemos encontrado ahora que el mismo
agente terapéutico no sólo retrasa el desarrollo del SIDA en pacientes infectados con el VIH, sino que también es capaz
de causar la regresión, o incluso la eliminación, de síntomas manifiestos de SIDA incluso en pacientes en los que la
enfermedad está bastante avanzada. Estos efectos se han encontrado en pacientes que también padecen tuberculosis.
Estos efectos también se observan en pacientes que padecen infección por VIH con o sin SIDA y sin tuberculosis
asociada. El inmunomodulador de la presente invención también se ha encontrado útil en aliviar los síntomas del VIH.

El agente terapéutico que puede ser usado en la presente invención se parece al Mw una micobacteria atípica, cul-
tivable y no patógena, en sus propiedades bioquímicas y características de crecimiento rápido que la asemeja a las que
pertenecen a la clase IV del grupo Runyons de micobacterias en sus propiedades metabólicas y de crecimiento, pero
no es idéntica a las cepas corrientemente listadas en este grupo. Por tanto se cree que (Mw) es una cepa enteramente
nueva.

La identidad de especie de Mw ha sido definida por la determinación de la secuencia de DNA por la reacción
en cadena de la polimerasa y se diferencia de otras treinta especies de micobacterias. Sin embargo, difiere de las
actualmente listadas en este grupo en un aspecto u otro. Mediante un análisis de la secuencia de bases de una región
polimórfica del análisis del patrón se ha establecido que Mw es una especie única distinta de muchas otras especies de
micobacterias conocidas examinadas que son: M. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. kansasii, M. gastri, M.
gordonae, M. shimoidei, M. malmoense, M. haemophilum, M. terrae, M. nonchromogenicum, M. triviale, M. marinum,
M. flavescens, M. simian, M. szulgai, M. xenopi, M. asciaticum, M. aurum, M. smegmatis, M. vaccae, M. fortuitum
subsp fortuitum, M. fortuitum subsp. Peregrinum, M. chelonae subsp. Chelonae, M. chelonae subsp. Abscessus, M.
genavense, M. tuberculosis, M. tuberculosis H37Rv M. paratuberculosis.

El objeto de la presente invención es proporcionar un inmunomodulador Mycobacterium w que contiene “Myco-
bacterium w” (Mw) obtenido a partir de Mw, con o sin otros agentes anti-retrovirales, para la profilaxis o terapia de
SIDA o complejo relacionado con el SIDA, a un sujeto expuesto a infección por VIH o que es VIH positivo con o sin
síntomas manifiestos de SIDA.
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Todavía otro objeto de la invención es proporcionar un inmunomodulador derivado de Mycobacterium w que es
útil para la gestión de la infección por VIH.

Todavía otro objeto de la invención es proporcionar un inmunomodulador derivado Mycobacterium w para mejorar
la función inmune de sujetos VIH positivos.

Todavía otro objeto de la presente invención es proporcionar un inmunomodulador para mejorar el recuento de
CD4 en individuos infestados con VIH.

Todavía otro objeto de la presente invención es proporcionar un inmunomodulador eficaz en mejorar los síntomas
asociados con la infección por VIH.

Todavía otro objeto de la presente invención es proporcionar un inmunomodulador eficaz en la gestión de infec-
ciones oportunísticas asociadas con la infección por VIH.

Todavía otro objeto de la presente invención es proporcionar un inmunomodulador útil en mejorar la función
inmune de sujetos VIH positivos en presencia o ausencia de fármacos anti-retrovirales.

Todavía otro objeto de la presente invención es proporcionar métodos para la preparación de un medicamento para
el tratamiento del VIH, que dan como resultado la mejora de los síntomas de la fase sintomática de la enfermedad.

Es otro objeto de la invención proporcionar un método para la preparación de un medicamento para el tratamiento
de infección por VIH que da como resultado un recuento mejorado de las células CD4+ T.

Descripción detallada de la invención

De acuerdo con la invención la composición de inmunomodulador, su método de preparación, las características
de HPLC, su seguridad y su tolerabilidad, los métodos de uso y los resultados de los tratamientos se describen en los
siguientes ejemplos. Los siguientes son ejemplos ilustrativos de la presente invención y el alcance de la invención no
debe estar limitado por ellos.

Ejemplo 1

Las composiciones inmunomoduladoras

A. Cada dosis de 0,1 ml de agente terapéutico contiene:

Mycobacterium w., (matado por calor) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,50x109

Cloruro de sodio I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,90% p/v

Tiomerosal I. P. (como conservante) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,01% p/v

Agua para inyección I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . c. s. para 0,1 ml

B. Cada dosis de 0,1 ml de agente terapéutico contiene:

Extracto de Mycobacterium w después de tratamiento con ultrasonidos de 1x1010 Mycobacterium w

Cloruro de sodio I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,90% p/v

Tiomerosal I. P. (como conservante) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,01% p/v

Agua para inyección I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . c. s. para 0,1 ml

C. Cada dosis de 0,1 ml de agente terapéutico contiene:

Extracto en metanol de 1x1010 Mycobacterium w

Cloruro de sodio I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,90% p/v

Tiomerosal I. P. (como conservante) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,01% p/v

Agua para inyección I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . c. s. para 0,1 ml
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D. Cada dosis de 0,1 ml de agente terapéutico contiene:

Extracto en cloroformo de 1x1010 Mycobacterium w

Cloruro de sodio I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,90% p/v

Tiomerosal I. P. (como conservante) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,01% p/v

Agua para inyección I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . c. s. para 0,1 ml

E. Cada dosis de 0,1 ml de agente terapéutico contiene:

Extracto en acetona de 1x1010 Mycobacterium w

Cloruro de sodio I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,90% p/v

Tiomerosal I. P. (como conservante) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,01% p/v

Agua para inyección I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . c. s. para 0,1 ml

F. Cada dosis de 0,1 ml de agente terapéutico contiene:

Extracto en etanol de 1x1010 Mycobacterium w

Cloruro de sodio I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,90% p/v

Tiomerosal I. P. (como conservante) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,01% p/v

Agua para inyección I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . c. s. para 0,1 ml

G. Cada dosis de 0,1 ml de agente terapéutico contiene:

Extracto de liticasa de 1 x1010 Mycobacterium w

Cloruro de sodio I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,90% p/v

Tiomerosal I. P. (como conservante) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,01% p/v

Agua para inyección I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . c. s. para 0,1 ml

H. Cada dosis de 0,1 ml de agente terapéutico contiene:

Mycobacterium w (matado por calor) 0,5x107.

Extracto de Mycobacterium w obtenido de 1x103 Mycobacterium w por rotura, extracción con disolventes o
extracción enzimática.

Cloruro de sodio I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,90% p/v

Tiomerosal I. P. (como conservante) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,01% w/v

Agua para inyección I. P. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . c. s. para 0,1 ml

Ejemplo 2

El proceso de preparación del inmunomodulador

A. Cultivo usando Mycobacterium w

i) Preparación del medio de cultivo.

El Mycobacterium w se cultiva en un medio sólido como medio L J o medio líquido como medio
Middlebrook o medio líquido de Sauton.

Para el mejor rendimiento el medio Middlebrook está enriquecido. Preferiblemente puede ser enrique-
cido por adición de glucosa, bactotriptona, y BSA. Se usan preferiblemente en relación de 20:30:2.
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El medio de enriquecimiento se añade al medio Middlebrook. Se hace preferiblemente en una relación
de 15:1 a 25:1 más preferiblemente en una relación de 20:1.

ii) Operación del bio-reactor.

a) Preparación del recipiente:

Las partes de contacto internas del recipiente (Juntas, cierres mecánicos, juntas tóricas/ranuras
de juntas, etc.) deben estar adecuadamente limpias para evitar cualquier contaminación. Llenar el
recipiente con NaOH 0,1 N y dejarlo durante 24 horas para eliminar los materiales pirógenos y
otros contaminantes. El recipiente se limpia luego primero con agua acidificada, luego con agua
corriente. Finalmente, el recipiente se lava con agua destilada (3 veces) antes de preparar el medio.

b) Esterilización del bio-reactor:

El bio-reactor que contiene 9 litros de agua destilada se esteriliza con vapor de agua vivo (indi-
recto). Similarmente el bio-reactor se esteriliza una vez más con medio Middlebrook. Los otros
frascos de la adición, las entradas/salidas de los filtros de aire etc, se tratan en autoclave (dos ve-
ces) a 121ºC durante 15 minutos. Antes de su uso, se secan en una estufa a una temperatura de
50ºC.

c) Parámetros ambientales:

i. Temperatura: 37±0.5ºC

ii. pH: 6,7 a 6,8 inicialmente.

B. Cosecha y concentración

Típicamente se realiza al final del 6º día después del cultivo en condiciones asépticas. La concentración de
células (sedimentación) se realiza por centrifugación.

C. Lavado de las células

El sedimento así obtenido se lava un mínimo de tres veces con solución salina normal. Puede lavarse con
cualquier otro fluido que preferiblemente sea isotónico.

D. Adición de un vehículo farmacéuticamente aceptable

Se añade al sedimento solución salina normal exenta de pirógenos. Como vehículo farmacéutico puede ser
usado cualquier otro fluido isotónico exento de pirógenos. El vehículo se añade en una cantidad tal que se
consiga la concentración deseada de ingrediente activo en la forma final.

E. Adición de conservante

Para mantener el producto libre de otras bacterias contaminantes se añade un conservante. El conservante
preferido es tiomerosal que se usa en una concentración final de 0,01% p/v.

F. Esterilización final

La esterilización final puede hacerse por diverso métodos físicos como la aplicación de calor o radiación ioni-
zante o filtración en condiciones estériles.

El calor puede ser de la forma de calor seco o de calor húmedo. También puede ser en forma de ebullición o
pasteurización.

La radiación ionizante puede ser ultravioleta o rayos gamma o microondas o cualquier otra forma de radiación
ionizante.

Es preferible tratar en autoclave el producto final.

Esto puede hacerse antes de antes del llenado del material en un envase.

G. Control de calidad

i. El material se evalúa en cuanto a pureza y esterilidad.

ii. Los organismos se comprueban en cuanto a resistencia a los ácidos después de la tinción de Gram.
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iii. Ensayo de inactivación: Se realiza cultivando el producto en medio L J para detectar organismos vivos.

iv. Patogenicidad y/o contaminación con patógenos.

Los organismos cultivados se infectan en ratones Balb/c. Ninguno de los ratones debe morir y todos
deben permanecer sanos y con ganancia de peso. No deben observarse lesiones macroscópicas o mi-
croscópicas en hígado, pulmón, bazo, o cualquier otro órgano cuando se los animales sacrifican hasta 8
semanas después del tratamiento.

v. Ensayos bioquímicos:

El organismo se somete a los siguientes ensayos bioquímicos:

a) Ureasa

b) Hidrólisis con Tween 80

c) Ensayo de niacina

d) Ensayo de reducción de nitratos.

El organismo da resultados negativos en los ensayos de ureasa, hidrólisis con Tween 80, y de niacina.
Da positivo en el ensayo de reducción de nitratos.

H. Preparación de constituyentes de Mycobacterium w

Los constituyentes de Mycobacterium w pueden ser preparados para los fines de la invención por:

I. Rotura de células

II. Extracción con disolventes

III. Extracción enzimática.

La rotura de células puede realizarse por medio de tratamiento con ultrasonidos o el uso de un fraccionador de
alta presión o por aplicación de un ingrediente de presión osmótica.

La extracción con disolventes puede hacerse por cualquier disolvente orgánico como cloroformo, etanol, meta-
nol, acetona, fenol, alcohol isopropílico, ácido acético, urea, hexano etc.

La extracción enzimática puede hacerse por enzimas que digieren las paredes/membranas celulares. Típicamen-
te dichas enzimas son de naturaleza proteolítica. Las enzimas preferidas son liticasa y pronasa. Para los fines de
la invención los constituyentes celulares de Mycobacterium w pueden usarse solos en lugar de los organismos
Mycobacterium w o pueden añadirse al producto que contiene Mycobacterium w.

La adición de los constituyentes celulares da como resultado una eficacia mejorada del producto.

Ejemplo 3

Características de los constituyentes de Mycobacterium w por análisis por HPLC

Los constituyentes de Mycobacterium w usados para los fines de la invención cuando se someten a análisis por
HPLC dan un solo pico a 11 minutos. Más allá de dicho pico no se encuentran otros picos significativos. El pico es
homogéneo y exento de cualquier muesca lo que sugiere homogeneidad del material obtenido.

El análisis por HPLC se realizó usando un aparato de cromatografía de líquidos de alto rendimiento de Waters
System

Columna: Novapak c1860A, 4 µm, 3,9 x 150 mm.

Columna de protección: Novapak c 18

Temperatura de la columna: 30ºC

Caudal: 2,5 ml/min

Volumen de inyección: 25 µL.
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Fase móvil:

Disolvente A: Metanol de calidad para HPLC.

Disolvente B: Cloruro de metileno de calidad para HPLC

Gradiente binario:

El gradiente de HPLC comprendía inicialmente 98% (v/v) de metanol (disolvente B).

El gradiente se aumentó linealmente hasta 80% de A y 20% de B en un minuto; 35% de A y 65% de B en 10
minutos, mantenido durante 5 segundos y luego disminuido de nuevo en 10 segundos hasta 98% de A y 2% de B.

Ejemplo 4

Seguridad del inmunomodulador

El Mycobacterium w cuando se usa en animales sanos o seres humanos se encuentra seguro, es bien tolerado
y carece de efectos sobre el sistema de órganos, la bioquímica o hematología incluyendo las diversas células de la
sangre. Se encontró que no produce linfocitosis ni cambios de la relación de células CD4:CD8 como se observa con
otras estimulaciones no específicas del sistema inmune.

El único efecto observado es en el sitio de la inyección. Incluye morfológicamente la formación de eritemas,
ulceración por induración y formación de cicatrices. Histológicamente se encuentra que el sitio de inyección presenta
infiltración de diversas clases de linfocitos, células plasmáticas, células gigantes que presentan un cuadro histológico
de granulomas de células epiteloides.

Ejemplo 5

Efecto del inmunomodulador sobre pacientes VIH positivos sintomáticos

A 11 sujetos que eran VIH positivos y sufrían ataques recurrentes de fiebre, infección del tracto respiratorio, y
diarrea se les administró Mycobacterium w (5 x 108) intradérmicamente. Todos mejoraron y no mostraron recurrencia
de síntomas después del 2º mes de tratamiento.

Ejemplo 6

Efecto del inmunomodulador sobre el recuento de CD4 en pacientes adultos infestados con VIH 1

a) Cuando el inmunomodulador se usa solo

En 17 individuos VIH positivos que presentaban síntomas atribuidos al VIH y que buscaban ayuda se usó My-
cobacterium w como única terapia. El Mycobacterium w se administró intradérmicamente sobre una región deltoide.
La cantidad de Mycobacterium w inyectada fue 5 x 108 en una sola inyección. En el momento de la inclusión en el
estudio se administró Mycobacterium w en una inyección intradérmica sobre ambas regiones deltoides siendo la dosis
total de 1 x 109 Mycobacterium w, subsiguientemente en el intervalo de un mes se les administró una sola inyección
intradérmica sobre una región deltoide que incluía 5 x 108 organismos.

No se observó mortalidad ni morbilidad durante el ensayo. Todos los sujetos toleraron la terapia y completaron el
ensayo. Se apreció un alivio sintomático dentro de los dos meses de iniciación de la terapia.

Todos los sujetos se evaluaron en cuanto al recuento de CD4 al comienzo de la terapia y 5 meses más tarde. El
recuento medio antes del tratamiento fue 204,70 (intervalo 430-6).

Todos los sujetos mostraron una mejora en el recuento de CD4. Al final de los 5 meses el cambio medio en el
recuento de CD4 fue 163,17 (intervalo 8-628). En siete (41,2%) de los individuos el aumento en el recuento de CD4
fue más de 80%. La mejora en el recuento de CD4 fue menor que 40% en 3 individuos (17,6%) solamente.

La terapia no estaba asociada sistemáticamente con ningún efecto secundario sistémico. Se apreció una reacción
local en el sitio de inyección. Tenía la forma de reacción eritematosa que estaba asociada con induración. Progresó a
ulceración en el sitio de inyección en algunos de los cuales sanó espontáneamente dejando en este sitio una cicatriz
como señal.

Ninguno de los sujetos que participó en la prueba recibió terapia anti-retroviral.
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Resumen de los resultados

Los detalles del cambio en el recuento de CD4 en cada uno de los individuos se recogen en la Tabla 1.

TABLA 1
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El resultado es mucho mejor que el que se consigue con el uso de interleuquina-2 cuando se empleó junto con
dos fármacos anti-retrovirales. También es mejor que el que se consiguió con terapia anti-retroviral altamente activa
(abreviadamente en lo sucesivo TARAA) sola durante el mismo periodo. También merece tenerse en cuenta que todos
los pacientes mostraron una mejora en el recuento de CD4. El curso natural de la enfermedad en ausencia de terapia
anti-retroviral está asociado con una disminución mes a mes del recuento de CD4. Por término medio se pierden
12 células al mes según el estudio con ziduvadina para individuos sintomáticos publicado en New Eng. J. Med. En
un estudio de cohortes de 2664 personas VIH positivas asintomáticas la disminución del recuento de CD4 es 4,6
células/mes.

Independientemente del número obtenido en el recuento de CD4 al comienzo de la terapia la mejora en dicho
recuento de CD4 se observa en todos los individuos. El recuento de CD4 antes del tratamiento varió desde 6 a 430.
El análisis de regresión de la mejora (Figura 5) sugiere que la mejora que se observa en un periodo de cinco meses es
proporcional al recuento inicial de CD4. Cuanto mayor es el recuento mejor es la mejora.

b) Dos fármacos anti-retrovirales [(inhibidores de transcriptasa inversa no nucléosidos (ITINN)] + Inmunomodu-
lador

En otro conjunto de sujetos que eran VIH positivos y tenían síntomas relacionados con el VIH el Mycobacterium
w se usó junto con dos fármacos anti-retrovirales (ambos de la clase ITINN). Ninguno de los sujetos había recibido
fármacos anti-retrovirales antes de estos. El Mycobacterium w se administró intradérmicamente en una región deltoide.
La cantidad de Mycobacterium w inyectada fue 5 x 108 en una sola inyección. En el momento de la inclusión en el
estudio el Mycobacterium w se administró como una inyección intradérmica en ambas regiones deltoides siendo la
dosis total de 1 x 108 Mycobacterium w, subsiguientemente en el intervalo de un mes se administró una sola inyección
intradérmica en una región deltoides que incluía 5 x 108 organismos.

Durante la prueba no se observó mortalidad ni morbilidad. Todos los sujetos toleraron bien la terapia y completaron
la prueba. Se apreció un alivio sintomático dentro del periodo de dos meses desde la iniciación de la terapia.

Todos los sujetos se evaluaron en cuanto a su recuento de CD4 al comienzo de la terapia y 5 meses más tarde. El
recuento medio antes del tratamiento fue 200,99 (286 a 96). Todos los sujetos mostraron una mejora en el recuento de
CD4. Al final de los 5 meses el cambio medio en el recuento de CD4 fue 137,37 (intervalo 24-588).

La terapia no estaba asociada con ningún efecto secundario sistémico. Se observó una reacción local en el sitio
de la inyección. Estaba en la forma de una reacción eritematosa que estaba asociada con la induración. Progresó
a ulceración en el sitio de la inyección en pocos individuos que sanaron espontáneamente dejando como señal una
cicatriz.

Ninguno de los sujetos que participó en la prueba recibió terapia anti-retroviral.

Resumen de resultados
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Los detalles del cambio en el recuento de CD4 en cada uno de los individuos se recogen en la Tabla 2.

TABLA 2

Todos los sujetos se evaluaron en cuanto a recuento de CD4 al comienzo de la terapia y 5 meses más tarde. Ninguno
de los sujetos mostró deterioro en el recuento de CD4. Todos los sujetos independientemente del recuento antes del
tratamiento (intervalo 96 a 286) mostraron una mejora en el recuento de CD4. El curso natural de la enfermedad
sugiere un cambio mínimo o ningún cambio en el recuento de CD4 cuando se usaron dos fármacos anti-retrovirales
como los empleados en este estudio. Por tanto, la mejora observada en el estudio es significativamente mucho mayor
y no puede ser atribuida a la terapia anti-retroviral usada en el estudio.

El análisis de regresión (Figura 6) muestra que la mejoras observada en el recuento de CD4 es proporcional al
recuento inicial de CD4. Cuanto mayor es el recuento inicial mejor es la mejora que sigue a la comparación de terapias
de mejora entre pacientes que reciben terapia anti-retroviral (dos fármacos) y los que no reciben terapia muestran que
la tasa de mejora es mejor sin el uso de los dos fármacos anti-retrovirales cuando el recuento de CD4 es bajo. Sin
embargo, cuando el recuento inicial de CD4 es alto la tasa de mejora es mejor cuando se usan los dos fármacos anti-
retrovirales.

c) Terapia TARAA + Inmunomodulador

En otro conjunto de sujetos que eran VIH positivos y que tenían síntomas relacionados con el VIH se administró
el Mycobacterium w junto con terapia TARAA (tres fármacos). Ninguno de los sujetos había recibido anti-retrovirales
antes de esto. El Mycobacterium w se administró intradérmicamente en una región deltoide. La cantidad de Mycobac-
terium w inyectada fue 5 x 108 en una sola inyección. En el momento de la inclusión en el estudio el Mycobacterium
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w se administró en forma de una inyección intradérmica en ambas regiones deltoides con una dosis total de 1 x 109

Mycobacterium w, subsiguientemente en el intervalo de un mes se administró una sola inyección intradérmica sobre
una región deltoide que incluía 5 x 108 organismos.

No se observó mortalidad ni morbilidad durante la prueba. Todos los sujetos toleraron bien la terapia y completaron
la prueba. El alivio sintomático se observó dentro de los dos meses de iniciación de la terapia.

Todos los sujetos se evaluaron en cuanto a su recuento de CD4 al comienzo de la terapia y 5 meses más tarde. El
recuento medio de CD4 antes del tratamiento fue 213,23 (intervalo 536-40).

Todos los sujetos mostraron una mejora en el recuento de CD4. Al final de los 5 meses el cambio medio en el
recuento de CD4 258,79 (intervalo 40-887).

La terapia no estaba asociada con ningún efecto secundario sistemático. Estos fueron una reacción local observada
en el sitio de la inyección. Estaba en la forma de una reacción eritematosa que estaba asociada con induración. Progresó
a ulceración en el sitio de la inyección en unos cuantos sujetos que sanaron espontáneamente dejando como señal una
cicatriz.

Ninguno de los sujetos que participaron en la prueba recibió terapia anti-retroviral.

Resumen de resultados

(Tabla pasa a página siguiente)
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Los detalles del cambio en el recuento de CD4 en cada uno de los individuos se recogen en la Tabla 3.

TABLA 3

Todos los sujetos se evaluaron respecto al cambio del recuento de CD4 al comienzo de la terapia y la final de la
terapia. Todos los pacientes mostraron una mejora significativa en el recuento de CD4. A los pacientes nº 1 a 15 se les
administró un ITINN como tercer fármaco. A los pacientes nº 16 y 17 se les administró un inhibidor de proteasa usado
como tercer fármaco. La mejora fue significativamente mayor que incluso la descrita en la literatura científica. La
mejora en el recuento de CD4 fue significativamente mayor cuando se uso inhibidor de proteasa en comparación con
cuando se usó ITINN como parte de la terapia TARAA. El análisis de regresión de los resultados (Figura 7) sugiere
que la tasa de mejora observada es más o menos idéntica independientemente del recuento inicial de CD4. Fue poco
inferior cuando el recuento inicial de CD 4 era mayor comparado con cuando era inferior.
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Ejemplo 7

Efecto del inmunomodulador en el recuento de CD4 en niños infestados con VIH-1

También se evaluó el efecto del inmunomodulador en niños. El inmunomodulador se administró en forma de una
inyección intradérmica de 0,1 ml cada mes sobre una región deltoide durante cinco meses. De los cinco niños tratados
con el inmunomodulador solo todos mostraron mejora.

Niños

TABLA

Recuento de CD4 antes y después del tratamiento

El efecto del inmunomodulador no está restringido a la edad de los pacientes VIH positivos.

Ejemplo 8

Efecto de inmunomodulador en individuos infestados con VIH-2

En otro conjunto de tres sujetos (VIH-2 positivos), se administró como terapia inmunomodulador solo. Se adminis-
tró intradérmicamente sobre una región deltoide. La cantidad de inmunomodulador inyectada fue 0,1 ml en una sola
inyección. En el momento de la inclusión en el estudio el inmunomodulador se administró en forma de una inyección
intradérmica en ambas regiones deltoides con un dosis total de 0,2 ml y subsiguientemente a intervalos de un mes se
administró una sola inyección intradérmica sobre una región deltoide.

Todos los tres sujetos mostraron una mejora en el recuento de CD4.

Por tanto el efecto del inmunomodulador no se encuentra limitado a solamente el VIH 1.
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Ejemplo 9

Efecto del inmunomodulador en sujetos VIH positivos con linfadenopatía por tuberculosis cervical que no responde a
cinco fármacos antituberculosos

A siete sujetos VIH positivos con linfadenopatía por tuberculosis cervical que no respondían a cinco fármacos
antituberculosis se les administró inmunomodulador intradérmicamente. Todos presentaban un aumento inicial en el
tamaño del nódulo linfático cervical, que llegó a ser eritematoso. En 3 semanas disminuyó el tamaño del nódulo
linfático y en dos meses la linfadenopatía sanó completamente.

El Mycobacterium w se ha usado en lepra para una eliminación más rápida del M. Leprae de las lesiones y un
resultado clínico mejorado que hizo posible liberar a los pacientes de la terapia [terapia multifármaco (TMF)] en una
fecha más temprana. También se ha encontrado que convierte a las personas negativas a la lepromina en positivas a la
lepromina y por tanto proporciona inmunidad contra la lepra.

De acuerdo con la presente invención se ha encontrado que es útil en la gestión del VIH. Se observa que los
síntomas relacionados con el VIH desaparecen rápidamente cuando se administra el Mycobacterium w. También se
encontró que mejora la inmunidad en la forma del recuento de CD4.

El Mycobacterium w hace todo esto en ausencia de terapia anti- retroviral.

Sin embargo, la respuesta es aumentada cuando se incluyen fármacos anti-retrovirales junto con la forma de terapia
TARAA.

La falta de efectos secundarios sistémicos que se observan con las otras terapias lo hace incluso más adecuado.

Figura 1. Análisis por HPLC del extracto en bruto obtenido después de la rotura de células de Mycobacterium w
por tratamiento con ultrasonidos.

Figura 2. Análisis por HPLC de extracto en metanol de Mycobacterium w.

Figura 3. Análisis por HPLC de extracto en cloroformo de Mycobacterium w.

Figura 4. Análisis por HPLC de extracto en acetona de Mycobacterium w.

Figura 5. Análisis de regresión del cambio en el recuento de CD4 antes y después del tratamiento cuando el
inmuno-modulador se usa solo.

Figura 6. Análisis de regresión del cambio en el recuento de CD4 antes y después del tratamiento cuando el
inmuno-modulador se usa con dos fármacos anti-retrovirales (ITINN)

Figura 7. Análisis de regresión del cambio en el recuento de CD4 antes y después del tratamiento cuando el
inmuno-modulador se usa junto con terapia HAART.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de Mycobacterium w o sus constituyentes en la preparación de un medicamento para uso en la gestión de la
infección por VIH.

2. Uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho medicamento es para uso en mejorar la función inmune
de los sujetos VIH positivos.

3. Uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho medicamento es para uso en la gestión de infecciones
oportunísticas asociadas con la infección por VIH.

4. Uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho medicamento es para uso en la mejora de los síntomas
asociados con el VIH.

5. Uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho medicamento es para uso en la profilaxis o tratamiento
del SIDA o el complejo relacionado con el SIDA (CRS).

6. Uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho medicamento es para uso en retrasar el desarrollo de
SIDA o el complejo relacionado con el SIDA (CRS) en pacientes infectados con el VIH.

7. Uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho medicamento es para uso en causar la regresión o
eliminación, de síntomas manifiestos de SIDA incluso en pacientes en los que la enfermedad está bastante avanzada.

8. Uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho medicamento es para uso en tratar pacientes que sufren
infección por VIH con o sin SIDA y con o sin tuberculosis.

9. Uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho medicamento es para uso en mejorar el recuento de
células CD+ T en pacientes que padecen VIH.

10. Uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho medicamento es para uso en mejorar el recuento de
células CD+ T en pacientes que padecen VIH en ausencia de, así como en presencia de, terapia anti-retroviral.

11. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la Mycobacterium w o sus
constituyentes se usan solos o en combinación unos con otros.

12. El uso de acuerdo con la reivindicación 11, en donde el medicamento comprende además adyuvantes, exci-
pientes, diluyentes, agentes de puesta en suspensión o conservantes.

13. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la Mycobacterium w es Myco-
bacterium w muerta.

14. El uso de acuerdo con la reivindicación 13, en donde la Mycobacterium w es matada por medios físicos como
calor, o radiación por calor en forma de tratamiento en autoclave.

15. El uso de acuerdo con la reivindicación 14, en donde la Mycobacterium es matada por calor en forma de
tratamiento en autoclave.

16. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde se usan los constituyentes de
Mycobacterium y se obtienen por tratamiento con ultrasonidos.

17. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde se usan los constituyentes de
Mycobacterium w y se obtienen mediante un fraccionador de células a alta presión.

18. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde se usan los constituyentes de
Mycobacterium w y se obtienen por un ingrediente de presión osmótica.

19. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde se usan los constituyentes de
Mycobacterium w y se obtienen por extracción.

20. El uso de acuerdo con la reivindicación 19, en donde los constituyentes de Mycobacterium w se extraen por
disolventes orgánicos.

21. El uso de acuerdo con la reivindicación 20, en donde los disolventes orgánicos se seleccionan de cloroformo,
etanol, metanol, acetona, fenol, alcohol isopropílico, ácido acético, urea y hexano.

22. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde se usan los constituyentes de
Mycobacterium w y se obtienen por tratamiento enzimático.
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23. El uso de acuerdo con la reivindicación 22, en donde el Mycobacterium w se obtiene por el uso de las enzimas
liticasa y/o pronasa.

24. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 16 a 23, en donde los constituyentes de Mycobacterium
w tienen un peso molecular de más de 12.000 daltons.

25. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 23, en donde los constituyentes de Mycobac-
terium w son insolubles en agua.

26. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el medicamento es una forma
farmacéutica de dosificación unitaria que comprende 1 x 10s Mycobacterium w o más.

27. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el medicamento está en una
forma de dosificación unitaria que comprende 1 x 107 Mycobacterium w o más.

28. El uso as de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el medicamento está en una
forma de dosificación unitaria que comprende entre 1 x 108 y 1 x 1010 Mycobacterium w.

29. El uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el Mycobacterium w es negativo
a la ureasa, no hidroliza el monooleato de polioxietilen-sorbitán, no produce niacina y da una fuerte reacción positiva
en el ensayo de reducción de nitratos.
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