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DESCRIPCIÓN 
 
Composiciones para inducir la diferenciación de células supresoras derivadas mieloides para tratar el cáncer y las 
enfermedades infecciosas 
 5 
La presente invención pertenece al campo de la inmunoterapia. Más específicamente, la presente invención 
proporciona un método para diferenciar células supresoras derivadas mieloides (MDSC) en células no supresoras, 
para reducir la inmunodepresión inducida por MDSC y, en consecuencia, permitir respuestas inmunitarias apropiadas 
en cánceres, enfermedades infecciosas, vacunación, traumatismo, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades 
inflamatorias crónicas y trasplantes. 10 
 
Las células supresoras derivadas mieloides (MDSC) son un grupo de células heterogéneas de progenitores de células 
mieloides hematopoyéticas inmaduras, que ejercen funciones inmunosupresoras y por lo tanto regulan negativamente 
las respuestas inmunitarias (Gabrilovich y Nagaraj, 2009; Talmadge y Gabrilovich, 2013). Se descubrió que las MDSC 
se acumulan en muchas afecciones patológicas y explotan una plétora de mecanismos redundantes para influir en las 15 
respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas (Dilek et al., 2010; Gabrilovich et al., 2012). Las MDSC son 
potentes inhibidores de la activación, la proliferación y las respuestas de los linfocitos T y B, en particular por los 
mecanismos de agotamiento de nutrientes (por ejemplo, L-arginina y L-cisteína), la producción de especies reactivas 
de oxígeno (ROS) y especies reactivas de nitrógeno (RNS), la perturbación del tráfico de linfocitos T (por ejemplo, 
disminución de la expresión de L-selectina y liberación aberrante de quimiocinas), la inducción de apoptosis (a través 20 
de Galectina 9) y mediante la desviación de la diferenciación de linfocitos T hacia respuestas Th-17 a través de la 
producción de IL-1β (Bruchard et al., Nat. Med. 2013). Las MDSC también tienen la extraordinaria capacidad de 
expandir las células T reguladoras naturales (nTreg) específicas de antígeno, promover la conversión de células T 
vírgenes en células Treg inducidas (iTreg) y promover la infiltración de Treg en sitios inflamados, infectados o 
tumorales. También se describió que las MDSC disminuyen el número e inhiben la función de las células NK, en 25 
particular por TGFβ unido a la membrana. Adicionalmente, en analogía con la desviación inmunitaria que inducen en 
las respuestas de las células T, MDSC sesga los macrófagos hacia un fenotipo M2 (macrófagos no inflamatorios) al 
inhibir la producción de IL-12 por macrófagos. De forma similar, MDSC deteriora la función de las células dendríticas 
(DC) al producir IL-10, que también inhibe la producción de IL-12 por las DC y reduce la capacidad de las DC de activar 
las células T. Finalmente, las MDSC actúan sobre las células no hematopoyéticas y, en particular, se ha reconocido 30 
ampliamente que facilitan la angiogénesis tumoral, la diseminación del tumor, la invasión de células tumorales y la 
metástasis (Keskinov y Shurin, 2014; Ye et al., 2010). 
 
En condición fisiológica, las células madre hematopoyéticas se diferencian en células progenitoras linfoides comunes 
(CLP) o progenitoras mieloides comunes (CMP). Estos progenitores después generan los dos tipos distintos de células 35 
de nuestro sistema inmunitario: las CLP se diferencian en linfocitos o células citolíticas naturales (NK), mientras que 
las CMP se diferencian en células mieloides inmaduras (IMC). Normalmente, las IMC migran a diferentes órganos 
periféricos, donde se diferencian exclusivamente en células dendríticas y macrófagos o células polimorfonucleares 
(también llamadas granulocitos). Sin embargo, varios factores (por ejemplo, GM-CSF, M-CSF, IL-6, IL-1β, IL-13, 
S100A8/A9 etc.) producidos en muchas afecciones patológicas, promueven la acumulación de IMC, previniendo su 40 
diferenciación e induciendo su activación. Estas células exhiben funciones inmunosupresoras después de la activación 
y se nombraron MDSC en 2007 (Gabrilovich et al., 2007). Hasta el momento, se han caracterizado fenotípica y 
funcionalmente tres poblaciones principales de MDSC: MDSC pro-mielocíticas o monocíticas (M-MDSC o Mo-MDSC) 
y MDSC polimorfonucleares (también llamadas granulocíticas) (PMN-MDSC o G-MDSC). Las Mo-MDSC, 
caracterizadas por el fenotipo CD11b+ Ly6C+Ly6G- en ratones y el fenotipo CD11b+ CD33+ HLA-DR-/bajo CD14+ en 45 
seres humanos, son la población de MDSC inmunosupresoras más potente, funcionan al menos expresando las 
enzimas nitrito óxido sintasa (iNOS) y arginasa (ARG1), y son abundantes en el microambiente tumoral. Las MDSC 
pro-mielocíticas se parecen a las Mo-MDSC pero no expresan el marcador CD14, sugiriendo un estado más inmaduro 
en comparación con Mo-MDSC (Díaz-Montero et al., 2014). Las PMN-MDSC, caracterizadas por el fenotipo CD11b+ 
Ly6CbajoLy6G+ en ratones y el fenotipo CD11b+ CD33+ HLA-DR- CD15+ en seres humanos, son más predominantes en 50 
la periferia y los órganos linfoides y funcionan principalmente produciendo especies reactivas de oxígeno (ROS) (Solito 
et al., 2014). Aunque las MDSC son precursoras de macrófagos, células dendríticas o granulocitos bloqueados en su 
diferenciación en algunas afecciones patológicas, todavía tienen el potencial de seguir su camino de diferenciación 
"normal". De hecho, el cultivo de Mo-MDSC en ausencia de factores solubles inflamatorios o derivados de tumores, 
así como la transferencia a un hospedador sano no tratado previamente, diferencia estas células en macrófagos o 55 
células dendríticas. Adicionalmente, las condiciones hipóxicas (tales como el microambiente tumoral), podrían dirigir 
su diferenciación en macrófagos asociados a tumores (TAM) inmunosupresores de tipo M2. De forma similar, después 
de 24 horas de cultivo en ausencia de factores solubles inflamatorios o derivados de tumores, las PMN-MDSC se 
parecen fenotípica y funcionalmente a los granulocitos maduros (Gabrilovich et al., 2012). Adicionalmente, Las PMN-
MDSC, que tienen una vida útil relativamente más corta y una menor capacidad de proliferación que las Mo-MDSC, 60 
podrían reponerse de Mo-MDSC en entornos patológicos (Youn et al., 2013). 
 
Las MDSC ahora se consideran células clave que se expanden en situaciones patológicas y previenen respuestas 
inmunitarias adecuadas y están asociadas a morbilidades y comorbilidades significativas en un gran número de 
enfermedades. Primero, un número creciente de estudios demostró que los niveles de MDSC se correlacionan con la 65 
gravedad de las fases del cáncer, la metástasis y son un pronóstico independiente de la supervivencia general en 
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pacientes que padecen diversos tipos de cáncer: cánceres de mama, de colon, melanoma, de pulmón, de hígado, 
gástrico, renal, de páncreas, de vejiga, de próstata, ovárico, esofágico, sarcoma, glioblastoma, de cabeza y cuello, así 
como cánceres hematológicos linfoma, leucemia y mieloma (Díaz-Montero et al., 2009; Gabitass et al., 2011; Huang 
et al., 2013; Idorn et al., 2014; Kalathil et al., 2013; Khaled et al., 2013; Kitano et al., 2014; Shen et al., 2014; Solito et 
al., 2014; Sun et al., 2012; Weide et al., 2014; Zhang et al., 2013). Las MDSC ahora tienen una clara importancia de 5 
pronóstico en múltiples cánceres, y los datos emergentes respaldan la utilidad de las MDSC circulantes como un 
biomarcador predictivo para la inmunoterapia del cáncer e incluso como marcador principal temprano para predecir la 
respuesta clínica a la quimioterapia sistémica en pacientes con tumores sólidos avanzados (Kitano et al., 2014; Weide 
et al., 2014). Basándose en estos estudios clínicos y el número de informes preclínicos, dirigirse a MDSC ya sea en 
combinación con inmunoterapia contra el cáncer, quimioterapia o de forma independiente como parte de un enfoque 10 
para inhibir el proceso metastásico parece ser una estrategia muy prometedora desde el punto de vista clínico (Díaz-
Montero et al., 2014). 
 
La acumulación de MDSC también se ha documentado en entornos sin cáncer. La evasión de la inmunidad del 
hospedador empleada por los patógenos para establecer la persistencia y la infección crónica es sorprendentemente 15 
paralela a los mecanismos de escape del tumor. Por tanto, se han informado MDSC en una diversidad de 
enfermedades infecciosas, incluyendo infecciones bacterianas (por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa, Listeria 
monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, neumonía bacteriana), parasitarias (por 
ejemplo, Leishmania), fúngicas (por ejemplo, Candida) y víricas (Hepatitis B y C, VIH, gripe, herpes) y se han asociado 
a persistencia de la infección crónica (Cai et al., 2013; Goh et al., 2013; Van Ginderachter et al., 2010; Vollbrecht et 20 
al., 2012). De hecho, se describió que las citocinas proinflamatorias producidas durante la fase aguda de la infección 
y el activador de partículas derivadas de patógenos del receptor tipo Toll (TLR) inducen y expanden las MDSC que 
amortiguarán las respuestas inmunitarias apropiadas y son corresponsables de la infección crónica. Adicionalmente, 
las MDSC generadas durante las infecciones víricas son particularmente interesantes, porque muchos virus también 
son oncogénicos y, conjuntamente, inducirán un entorno inflamatorio localmente disfuncional similar al de los tumores. 25 
 
De manera similar a las enfermedades infecciosas o el cáncer, las MDSC también juegan un papel deletéreo 
significativo en la vacunación, tanto contra patógenos como contra antígenos tumorales. Por ejemplo, por un lado, los 
antígenos así como los adyuvantes usados en la composición de la vacuna contra el VIH activan y expanden las 
MDSC (Garg y Spector, 2014; Sui et al., 2014). Por otro lado, la inmunidad protectora después de la vacuna de 30 
Salmonella en pacientes se correlaciona directamente con la expansión reducida de MDSC (Heithoff et al., 2008) y el 
agotamiento de MDSC aumenta significativamente la inmunidad antitumoral después de la vacunación terapéutica 
(Srivastava et al., 2012a, 2012b). También se han documentado altos niveles de MDSC en pacientes traumatizados, 
lesionados o quemados y los altos niveles de estas células mieloides inmaduras se asociaron significativamente a un 
alto riesgo de morbilidades, en particular provocadas por sepsis (Cheron et al., 2010; Cuenca et al., 2011; Janols et 35 
al., 2014; Makarenkova et al., 2006; Taylor et al., 2000; Venet et al., 2007; Zhu et al., 2014). Finalmente, debido a su 
expansión universal en casi todas las afecciones inflamatorias, independientemente de su etiología y fisiología, se han 
encontrado MDSC acumuladas también después de trasplante celular, de tejido o de órganos (Dilek et al., 2010; 
Ochando y Chen, 2012) así como en enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias crónicas, tales como esclerosis 
múltiple, enfermedades inflamatorias intestinales, artritis reumatoide, diabetes tipo 1 o hepatitis autoinmunitaria 40 
(Baniyash et al., 2014; Cripps y Gorham, 2011; Kurko et al., 2014; Serafini, 2013; Smith y Reynolds, 2014; Whitfield-
Larry et al., 2014). Varios estudios en modelos experimentales de roedores han demostrado la importancia de estas 
células inmunosupresoras para mantener bajo control las respuestas inmunitarias en estas enfermedades 
anteriormente mencionadas. Una interpretación demasiado rápida de esto llevaría a la idea de usar estrategias 
terapéuticas que promuevan la acumulación de MDSC y/o eviten su diferenciación en células maduras para controlar 45 
las respuestas inmunitarias no deseadas en trasplante, enfermedades autoinmunitarias o inflamatorias crónicas. Sin 
embargo, recientemente surgieron resultados contradictorios: mientras que las MDSC inducidas durante las fases 
inflamatorias agudas (aquellas estudiadas en modelos experimentales de roedores) son claramente beneficiosas, las 
MDSC que se encuentran en entornos inflamatorios crónicos pueden no compartir características similares. De hecho, 
en contraste con ambiente de cáncer, lesionado o infectado, las MDSC aisladas de entornos inflamatorios 50 
autoinmunitarios o crónicos parecen fallar al inhibir las células T ex vivo, y más bien se suman a la inflamación y al 
reclutamiento de MDSC (Cripps y Gorham, 2011). De forma similar, en enfermedades inflamatorias crónicas del 
intestino, las MDSC que se encuentran en el colon liberan una gran cantidad de IL-1β e IL-6, que promueven 
respuestas inmunitarias citotóxicas perjudiciales sesgadas por Th17 (Kurmaeva et al., 2014). En el trasplante sólido, 
las MDSC juegan un papel crítico en diferentes fases de inducción de tolerancia al injerto. En algunas fases podría ser 55 
útil disminuir la presencia de MDSC, especialmente las Mo-MDSC, en el injerto para mejorar los resultados clínicos 
(Hock et al., 2015). 
 
Basándose en estas numerosas asociaciones clínicas y el papel clave que juega las MDSC en estas diversas 
patologías independientemente de su etiología y fisiología, los enfoques farmacéuticos que modulan las MDSC para 60 
prevenir o promover su acumulación representan ahora un campo de interés creciente. Sin embargo, hasta la fecha, 
no existe un enfoque terapéutico que permita una modulación eficaz de MDSC sin efectos secundarios adversos. De 
hecho, contrariamente a la mayoría de otras poblaciones celulares, las MDSC en los seres humanos no expresan 
marcadores específicos que permitan un direccionamiento directo y específico de estas células. Recientemente se 
descubrió que los fármacos quimioterapéuticos tales como gemcitabina, 5-fluorouracilo, docetaxel o glicinato de 2-65 
hidroxiacetofenona pueden inducir la apoptosis de MDSC (Apetoh et al., 2011; Vincent et al., 2010). Sin embargo, su 
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efectividad para eliminar MDSC parece limitada y tales fármacos también inducen apoptosis no deseada de otras 
células y, por lo tanto, están asociados con toxicidades conocidas. Adicionalmente, este enfoque se enfrenta al 
problema de que la inflamación confiere resistencia MDSC a la apoptosis (Hu et al., 2013; Ostrand-Rosenberg et al., 
2012). 
 5 
El desarrollo de estrategias para controlar las funciones inmunosupresoras de MDSC se ve dificultado por la 
multiplicidad de mecanismos de acción supresores (iNos, Arg1, ROS, RNS, agotamiento de nutrientes, muerte celular 
inducida por Fas, secreción de citocinas inmunosupresoras, desviación inmunitaria, inducción de Treg, ...). Además, 
estos mecanismos son diferentes dependiendo del tipo de MDSC (pro-mielocíticas, Mo-MDSC o PMN-MDSC). Los 
mecanismos en juego también dependen del tipo de inmunidad diana (linfocitos T y B, células NK, macrófagos, células 10 
dendríticas) o células no inmunitarias (por ejemplo, células de los vasos cuando aumentan la angiogénesis o células 
cancerosas cuando promueven la metástasis). Se ha intentado evitar la migración de MDSC (Highfill et al., 2014) al 
sitio del tumor (por ejemplo, antagonista de CXCR2) pero las MDSC aún continúan ejerciendo su función 
inmunosupresora general inespecífica en la periferia. Adicionalmente, dado que CXCR2 se expresó solo por PMN-
MDSC, pero no Mo-MDSC, este enfoque dejará intactas estas Mo-MDSC que se describieron como las MDSC 15 
supresoras más potentes y para reponer las PMN-MDSC como se analizó anteriormente. Para prevenir la inducción y 
generación de MDSC, también se ha intentado bloquear la liberación de factores por tumores o inflamación, que se 
identificaron como inductores de MDSC. Un ejemplo son los antagonistas de prostaglandina-E2 (PEG2) (Mao et al., 
2014). Sin embargo, estas estrategias se enfrentarán con muchos otros factores (por ejemplo, GM-CSF, M-CSF, IL-6, 
IL-1β, IL-13, S100A8/A9 etc.) responsable de la inducción de MDSC. 20 
 
Otro concepto es dirigirse a MDSC para inducir su conversión en células maduras. Esto ofrece la ventaja de convertir 
las células inmunitarias perjudiciales (MDSC) en células efectoras (macrófagos y células dendríticas para Mo-MDSC 
y granulocitos para PMN-MDSC). Por ejemplo, ácido todo-trans-retinoico (ATRA), un metabolito de la vitamina A, 
podría neutralizar la alta producción de ROS y tiene potencial para convertir MDSC en granulocitos maduros (Nefedova 25 
et al., 2007). En asociación con GM-CSF, ATRA induce macrófagos y células dendríticas (Gabrilovich et al., 2001). 
Sin embargo, estos estudios se realizaron en ratones y cuando se evaluaron en humanos, ATRA tuvo una absorción 
y aclaramiento heterogéneos entre los individuos y no tuvo ningún efecto ni sobre el fenotipo ni sobre la función de las 
células mieloides maduras (Mirza et al., 2006). De forma similar, se ha demostrado que la vitamina D3 disminuye los 
niveles de células mieloides inmaduras in vitro e induciendo su maduración. Sin embargo, su efecto fue más moderado 30 
que ATRA. Los fragmentos de ADN que contienen una alta frecuencia de motivos de dinucleótido de desoxicitosina-
desoxiguanina (CpG) no metilados pueden estimular las células inmunitarias a través del receptor tipo Toll 9 (TLR9). 
La administración local de CPG en ratones, por ejemplo en el tumor, se describió que disminuye PMN-MDSC (pero no 
Mo-MDSC), que altera modestamente su fenotipo y reducir, pero no abolir, su función supresora (James et al., 2014). 
Sin embargo, un estudio anterior demostró que CpG induce la diferenciación de los precursores de la médula ósea en 35 
MDSC, limitando por tanto su potencial in vivo para reducir el nivel de MDSC (Chen et al., 2013). 
 
Como se describe en el presente documento, los inventores descubrieron que las MDSC podrían diferenciarse en una 
población nueva e inesperada de células linfoides no supresoras que tienen un fenotipo de células NK citotóxicas, 
diferentes de los macrófagos, células dendríticas o granulocitos. También identificaron que la proteína reguladora de 40 
señales alfa (SIRPa) controla estrechamente esta vía de diferenciación MDSC previamente no identificada. Una 
composición terapéutica destinada a promover esta nueva vía de diferenciación definitivamente tendrá el potencial de 
resolver el problema médico planteado por la acumulación de MDSC y la inmunodepresión/inmunomodulación 
asociada en diversos entornos patológicos. Al reducir la MDSC acumulada patógena y diferenciar la MDSC en células 
efectoras no supresoras, tales composiciones terapéuticas tienen un gran potencial para sinergizar con las 45 
inmunoterapias, quimioterapias y estrategias de vacunación actuales que requieren respuestas inmunitarias 
competentes, en particular funciones NK. 
 
La proteína reguladora de señales alfa, o SIRPa (también denominada CD172a o SHPS-1) se identificó por primera 
vez como una proteína de membrana presente principalmente en macrófagos y células mieloides que se asoció con 50 
el dominio de la región 2 de homología Src (SH2) que contiene fosfatasas-SHP-1 y SHP-2. SIRPa es el miembro 
prototípico de la familia de receptores emparejados SIRP de proteínas SIRP estrechamente relacionadas. El 
acoplamiento de SIRPa por CD47 proporciona una señal reguladora a la baja que inhibe la fagocitosis de la célula 
huésped y, por lo tanto, CD47 funciona como una señal de "no me comas". 
 55 
SIRPa se expresa en monocitos, la mayoría de las subpoblaciones de macrófagos tisulares, granulocitos, 
subconjuntos de células dendríticas (DC) en tejidos (linfoides), algunas células progenitoras de la médula ósea y en 
niveles variables en las neuronas, con una expresión notablemente alta en áreas del cerebro ricas en sinapsis, tales 
como la capa granular del cerebelo y el hipocampo (Seiffert et al, 1994; Adams et al, 1998; Milling et al, 2010). 
 60 
La interacción de SIRPa con CD47 se describe en gran medida y proporciona una señal de regulación negativa que 
inhibe la fagocitosis de la célula hospedadora (véase la revisión Barclay et al, Annu. Rev. Immunol., 2014). Tanto 
CD47 como SIRPa también participan en otras interacciones. Los investigadores han sugerido que las proteínas de 
tensioactivo pulmonar SP-A y SP-D controlan las respuestas inflamatorias en el pulmón a través de interacciones con 
SIRPa (Janssen et al, 2008). 65 
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Una de las funciones fisiológicas mejor caracterizadas de las interacciones CD47-SIRPa es su papel en la homeostasis 
de las células hematopoyéticas, en particular glóbulos rojos y plaquetas. Debido a que CD47 sirve como una señal de 
no me comas y, como tal, es un determinante importante de la fagocitosis de la célula hospedadora por macrófagos, 
la contribución potencial de las interacciones CD47-SIRPa en la eliminación de las células cancerosas se ha 
investigado intensamente en los últimos años. 5 
 
La vía SIRPa/CD47 también está actualmente sujeta a diferentes desarrollos farmacéuticos para mejorar la fagocitosis 
de macrófagos. De hecho, como células infectadas, las células cancerosas llevan una carga aberrante tales como 
proteínas desconocidas o proteínas normales a niveles anormales, sin embargo, estas células subvierten 
frecuentemente los mecanismos innatos de control inmunitario al sobreexpresar simultáneamente moléculas 10 
inmunorreguladoras. Es cada vez más claro que uno de esos mecanismos implica al CD47 (Barclay y Van den Berg, 
2014), una proteína del "yo" expresada por las células normales. CD47 interactúa con SIRPa. Esto conduce a la 
transmisión de una señal de "no me comas" a los macrófagos fagocíticos, que después dejan las células diana sin 
afectar (Oldenborg et al., 2000). La sobreexpresión de CD47 por las células cancerosas las hace resistentes a los 
macrófagos, incluso cuando las células cancerosas están recubiertas con anticuerpos terapéuticos (Zhao et al., 2011), 15 
y se correlaciona con malos resultados clínicos en numerosos cánceres sólidos y hematológicos (Majeti et al., 2009; 
Willingham et al., 2012). En modelos experimentales, en particular modelos de xenoinjerto de tumor humano en 
ratones inmunodeficientes, el bloqueo de la vía CD47/SIRPa fue muy eficaz para promover la eliminación del tumor 
por parte de los macrófagos y disminuir la diseminación y formación de metástasis de las células cancerosas (Chao 
et al., 2011; Edris et al., 2012; Uluçkan et al., 2009; Wang et al., 2013). En estos estudios, no se ha estudiado la función 20 
o el fenotipo de MDSC. El bloqueo de la vía CD47/SIRPa, al mejorar la fagocitosis dependiente de anticuerpos por 
macrófagos, se ha descrito que actúa en sinergia con el agotamiento de los anticuerpos anticancerosos terapéuticos 
(Weiskopf et al., 2013) como Trastuzumab (anti-Her2), Cetuximab (anti-EGFR), Rituximab (anti-CD20) y Alemtuzumab 
(anti-CD52). 
 25 
Un conjunto de divisiones que se vuelven cada vez más "borrosas" son las que se encuentran entre los linfocitos T, 
los linfocitos citolíticos naturales (NK) y las células NK-T. Estos subconjuntos comparten la expresión común de 
moléculas específicas, incluyendo la lectina CD161 de tipo C. Esta molécula de superficie se identificó originalmente 
como el homólogo humano de las glucoproteínas NKRP1 expresadas en células NK de roedores, demostrando una 
homología del 46-47 % con sus contrapartes de roedores. NKRP1A humano o CD161, está compuesto por un 30 
homodímero unido por disulfuro de subunidades de aproximadamente 40 kDa. Se expresa por la mayoría de las 
células NK y aproximadamente el 24 % de las células T periféricas (Lanier et al., 1994), incluyendo los subconjuntos 
que expresan TCR tanto γδ como αβ (Maggietal., 2010) y células NK-T. Como las células NK-T componen menos del 
1 % de las células T de sangre periférica humana (Gumperzetal., 2002), las células T CD161+ deben representar un 
linaje distinto de los linfocitos T (Takahashi et al., 2006). 35 
 
Como se ha mencionado anteriormente, se ha descrito que SIRPa regula la función fagocítica de las células mieloides, 
la presentación de antígenos y la secreción de citocinas de las células dendríticas y el tráfico de granulocitos maduros. 
Sin embargo, la función de SIRPa sobre la función supresora de MDSC nunca se ha desvelado. Dugast et al. (2008) 
mostraron por primera vez la expresión de SIRPa en MDSC de rata en un modelo de alotrasplante de riñón. Sin 40 
embargo, no identificaron ningún papel de la vía SIRPa/CD47 en la biología de MDSC, ni informaron de actividad 
supresora mediante el uso de anticuerpos anti-SIRPa. Por tanto, este documento no muestra ni sugiere que la 
inhibición de la ruta SIRPa en MDSC pueda diferenciar las células MDSC en células no supresoras como se describe 
en el presente documento. 
 45 
El documento WO2010/130053 desveló un método para tratar el cáncer hematológico que comprende modular la 
interacción entre SIRPa humano y CD47. Este documento mostró que el bloqueo de SIRPa-CD47 induce la activación 
del sistema inmunitario innato a través de la ruta de la fagocitosis. En el modelo de trasplante de células mieloides de 
leucemia humana que usó esta solicitud de patente, el trasplante se rechazó cuando los animales fueron tratados con 
un antagonista de CD47. Este resultado sugiere un aumento de la fagocitosis tras el tratamiento con anti-CD47, pero 50 
no una inhibición de la actividad supresora de MDSC y/o una diferenciación de MDSC en células no supresoras. 
 
En el documento WO0066159 se describió un método para inhibir el funcionamiento celular para su uso en terapias 
antiinflamatorias y antitumorales. Este método comprende administrar un fármaco que comprende una sustancia que 
reconoce específicamente el dominio extracelular de SIRP y que inhibe el funcionamiento de las células mieloides 55 
patológicas. Un ejemplo dado de células mieloides son los macrófagos, la mayoría de los anti-SIRPa descritos en los 
documentos tienen como objetivo bloquear la activación de los macrófagos e inhibir la fagocitosis. Este método no 
sugiere ninguna acción ventajosa de las moléculas anti-SIRPa sobre las células mieloides normales y más 
específicamente sobre MDSC. 
 60 
La presente invención es un anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno del mismo que bloquea específicamente 
la interacción entre la proteína reguladora de señal alfa (SIRPa) y CD47, para su uso en un método de tratamiento de 
carcinoma o melanoma hepatocelular. 
 
Entre los compuestos que pueden usarse, pueden citarse anticuerpos y fragmentos de los mismos, especialmente 65 
anticuerpos anti-SIRP tales como aquellos usados en los experimentos descritos a continuación, o cualquier otro 
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anticuerpo bloqueante seleccionado entre los muchos anticuerpos anti-SIRPa disponibles en el mercado, fragmentos 
de anticuerpos, etc. 
 
De acuerdo con una realización particular, el compuesto que bloquea la interacción entre SIRPa y CD47 se usa para 
diferenciar MDSC monocítica (Mo-MDSC) en células no supresoras. 5 
 
De acuerdo con otra realización particular, el compuesto que bloquea la interacción entre SIRPa y CD47 se usa para 
diferenciar MDSC en células linfoides no supresoras, preferentemente en células linfoides efectoras. 
 
El compuesto que bloquea la interacción entre SIRPa y CD47 se elige preferiblemente de modo que las células no 10 
supresoras obtenidas por diferenciación de MDSC sean negativas para MHC de Clase II y positivas para al menos un 
marcador de linfocitos citolíticos naturales (NK). En la siguiente tabla se proporciona una lista no limitante de 
marcadores de células NK. 
 

Tabla 1: Lista no exhaustiva de marcadores NK 15 
Rata Ratón Ser humano 

CD161 (NKRP1) CD161 (NKRP1) CD161 (NKRP1) 

 CD335 (NKp46) CD335 (NKp46) 

 CD122 (IL2Rbeta) CD122 (IL2Rbeta) 

CD94 (NKG2) CD94 (NKG2) CD94 (NKG2) 

 CD314(NKG2D) CD314 (NKG2D) 

Familia Ly49 Familia Ly49 CD336 (NKp44) 

Familia NKG2A Familia NKG2A CD337 (NKp30) 

 CD49b CD158 (familia KIR) 

  CD16 (FcglllA) 

  CD56 

  CD57 

 
Como se ha mencionado anteriormente, la inmunodepresión inducida por MDSC juega un papel importante y 
perjudicial en muchas enfermedades y afecciones. Entre las afecciones susceptibles de mejorarse o prevenirse 
mediante la diferenciación de las células supresoras derivadas mieloides (MDSC) en células no supresoras, pueden 
citarse el cáncer hepatocelular y el melanoma. 20 
 
El compuesto que bloquea la interacción entre SIRPa y CD47 se usa para tratar a un paciente que tiene un cáncer 
seleccionado de carcinoma hepatocelular y melanoma. Como se usa en el presente documento, los términos "tratar", 
"tratamiento" y "tratando" se refieren a cualquier reducción o mejora de la progresión, la gravedad y/o la duración del 
cáncer, particularmente un tumor sólido, la reducción de uno o más síntomas del mismo que resulta de la 25 
administración de una o más terapias. El tratamiento con un compuesto que bloquea la interacción entre SIRPa y 
CD47 puede administrarse junto con cualquier otro tratamiento antineoplásico, tales como cirugía, quimioterapia, 
terapia biológica, terapia inmunológica, etc. En caso de una co-administración, el efecto beneficioso del compuesto 
que bloquea la interacción entre SIRPa y CD47 se mide comparando la eficiencia del tratamiento combinado con la 
obtenida clásicamente con el mismo tratamiento pero sin dicho compuesto. 30 
 
El cáncer a tratar puede ser metastásico. En otro aspecto de la invención, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo se 
combina con un segundo agente terapéutico. De acuerdo con determinadas realizaciones de este aspecto de la 
invención, el segundo agente terapéutico se selecciona del grupo que consiste en agentes quimioterapéuticos, 
radioterapia, cirugía, agentes inmunoterapéuticos, antibióticos y probióticos. 35 
 
En particular, el segundo agente terapéutico puede seleccionarse ventajosamente del grupo que consiste en vacunas 
terapéuticas y bloqueadores o activadores de puntos de control inmunitarios tales como, por ejemplo, anti-PDL1, anti-
PD1 anti-CTLA4 y anti-CD137. Como se ejemplifica en la parte experimental a continuación, estas combinaciones 
producen efectos sinérgicos. 40 
 
La presente divulgación también se refiere a un método para determinar la eficacia de un tratamiento mediante un 
compuesto que bloquea la interacción entre SIRPa y CD47, que comprende medir la presencia de células no 
supresoras negativas para MHC de Clase II y positivas para al menos un marcador de linfocitos citolíticos naturales 
(NK) seleccionados del grupo que consiste en CD161, CD49b, NKp44, NKP46 y CD56, en una muestra de un paciente 45 
tratado con dicho compuesto. 
 
El experto en la materia elegirá una muestra adecuada para realizar este método de seguimiento, dependiendo de la 
situación. Por ejemplo, cuando el tratamiento se administra a un paciente que padece un cáncer sólido, se usará 
ventajosamente una muestra del tumor. También puede usarse una muestra de sangre, en la misma situación pero 50 
también en otras situaciones, así como una muestra de tejido, una muestra de líquido sinovial, etc. 
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Otras características de la invención también resultarán evidentes en el transcurso de la descripción que sigue de los 
experimentos y ensayos biológicos que se han realizado en el marco de la invención y que le proporcionan el soporte 
experimental requerido. 
 
Leyendas de las figuras 5 
 

Figura 1: Las MDSC de ratones y de humanos expresan SIRPa 
A/ Se tiñeron células de bazo de ratón recién aisladas con un anticuerpo monoclonal fluorescente anti-SIRPa de 
ratón y se analizaron mediante citometría de flujo. Las células se subdividieron de acuerdo con el siguiente fenotipo: 
células CD11b- (histograma gris), células CD11b+ MHC de Clase II+ (línea sólida), células CD11b+ MHC de Clase 10 
II- Ly6Calto Ly6G- (Mo-MDSC; línea discontinua) y células CD11b+ MHC de Clase II- Ly6C+ Ly6G+ (PMN-MDSC; 
línea de puntos). B/ Se tiñeron células mononucleares de sangre periférica humana recién aisladas de voluntarios 
sanos con un anticuerpo monoclonal anti-SIRPa humano fluorescente y se analizaron mediante citometría de flujo. 
Las células se subdividieron de acuerdo con el siguiente fenotipo: células CD11b- (histograma gris), células CD11b+ 
HLA-DR+ (línea sólida), células CD11b+ HLA-DR-/bajo CD33+ CD14+ CD15- (Mo-MDSC; línea discontinua) y células 15 
CD11b+ MHC HLA-DR- CD33+ CD14- CD15+ (PMN-MDSC; línea de puntos). 
Figura 2: El mAb anti-SIRPa induce el cambio del fenotipo de Mo-MDSC humanas después de dos días de cultivo 
El fenotipo de Mo-MDSC humanas (células CD11b+ HLA-DR-/bajoCD33+ CD14+CD15-) para la expresión de CD161 
y CD11c directamente después de la clasificación por citometría de flujo (izquierda) o después de dos días de 
cultivo con un anticuerpo monoclonal irrelevante de control o un anticuerpo monoclonal anti-SIRPa. 20 
Figura 3: El mAb anti-SIRPa induce un cambio en el fenotipo de MDSC de rata después de dos días de cultivo 
El fenotipo de MDSC (células de bazo CD11b+ MHC de Clase II- NKRP1bajo) para los marcadores indicados 
directamente después de la clasificación por citometría de flujo (histograma gris) o después de dos días de cultivo 
con un anticuerpo monoclonal irrelevante de control (línea de puntos) o anticuerpo monoclonal anti-SIRPa (línea 
continua). 25 
Figura 4: La diferenciación inducida por mAb anti-SIRPa supera la diferenciación inducida por GM-CSF 
El fenotipo de MDSC de rata ( células de bazo CD11b+ MHC de Clase II- NKRP1bajo) para MHC de Clase II y CD103 
(arriba) o CD11b y CD80 (abajo) después de dos días de cultivo con un anticuerpo monoclonal irrelevante de 
control (línea de puntos) o un anticuerpo monoclonal anti-SIRPa (línea continua), con o sin adición de GM-CSF. 
Figura 5: Funciones inmunosupresoras de pérdida de MDSC diferenciadas inducidas por mAb anti-SIRPa 30 
A/ Proliferación de linfocitos T en presencia de la proporción indicada de MDSC recién purificadas (no 
diferenciadas) y un anticuerpo monoclonal irrelevante de control (barras blancas) o anticuerpo monoclonal anti-
SIRPa (barras negras). B/ Proliferación de linfocitos T en presencia de la proporción indicada de MDSC cultivadas 
dos días con un anticuerpo monoclonal irrelevante de control (barras blancas) o anticuerpo monoclonal anti-SIRPa 
(barras negras). No se añadió ningún anticuerpo adicional durante el ensayo de proliferación con MDSC 35 
diferenciadas. 
Figura 6: El tratamiento con mAb anti-SIRPa rompe la tolerancia inmunitaria dependiente de MDSC 
La variación porcentual de Creatininemia (A) y Uremia (B) desde el día Oto 200 y C/ Supervivencia sin rechazo de 
receptores de aloinjertos de riñón de rata tolerantes tratados con un anticuerpo irrelevante de control (ronda abierta, 
n=4) o anticuerpo monoclonal anti-SIRPa (cuadrado negro, n=4). La línea de puntos en A y B representa un 30 % 40 
del umbral de variación, por encima del cual los animales se consideraron en rechazo. 
Figura 7: El tratamiento con mAb anti-SIRPa disminuye las MDSC y aumenta las células NK en la periferia 
El porcentaje de variación desde el día 0 de MDSC en células mieloides (A) o leucocitos totales (B) de receptores 
de aloinjerto renal tolerado y ratas sin tratamiento previo después de un promedio de diez días de tratamiento con 
un anticuerpo de control irrelevante (ronda abierta) o anticuerpo monoclonal anti-SIRPa (cuadrado negro). C/ Igual 45 
que en B, para el porcentaje de variación desde el día 0 de células NK (CD161alto) en leucocitos totales. 
Figura 8: El tratamiento con mAb anti-SIRPa induce la infiltración de células NK y macrófagos 
Tinción de inmunohistología de injerto de linfocitos T (TCRαβ+), células NK (CD161+), macrófagos (CD68+) y células 
mieloides (CD11b/c+) de un receptor de aloinjerto renal tolerado tratado con un anticuerpo irrelevante de control 
(izquierda) o un anticuerpo monoclonal anti-SIRPa (derecha). 50 
Figura 9: El tratamiento con mAb anti-SIRPa reduce la infiltración de células T reguladoras. 
Tinción de inmunohistología de injerto de linfocitos T (TCRαβ+) y células T reguladoras (TCRαβ+Foxp3+) de un 
receptor de aloinjerto renal tolerado tratado con un anticuerpo irrelevante de control (izquierda) o un anticuerpo 
monoclonal anti-SIRPa (derecha). Figura 10: El tratamiento con mAb anti-SIRPa prolonga la supervivencia en un 
modelo de cáncer de carcinoma hepatocelular. 55 
Supervivencia global de los ratones inoculados con 2,5 x 106 células de hepatoma de ratón Hepa 1.6 a través de 
la vena porta y tratadas con un anticuerpo irrelevante de control (línea de puntos) o un anticuerpo monoclonal anti-
SIRPa (línea continua) 3 veces por semana, o diariamente con una sonda oral de Sorafenib (línea discontinua) 
como estándar de control de cuidados. 
Figura 11: El mAb anti-SIRPa induce el reclutamiento de leucocitos tumorales mientras reduce las MDSC en el 60 
modelo de cáncer de carcinoma hepatocelular. 
Los ratones inoculados con 2,5 x 106 células tumorales Hepa 1.6 se sacrificaron a través de la vena porta dos 
semanas después de la inoculación del tumor. Las células hepáticas no parenquimatosas (NPC) se extrajeron, se 
contaron y se analizaron por citometría de flujo. A/ Número de NPC del hígado extraídas, B/ Número de linfocitos 
T (CD3+) en las NPC del hígado y C/ porcentaje de Mo-MDSC (CD11b+ MHC de Clase II- Ly6Calto Ly6G-) en células 65 
mieloides CD11b+ de ratones tratados con un anticuerpo irrelevante de control (barras blancas, n=7) o un 
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anticuerpo monoclonal anti-SIRPa (barras negras, n=7) 3 veces por semana. 
Figura 12: El mAb anti-SIRPa induce la acumulación de células NK maduras en el modelo de carcinoma 
hepatocelular. 
Los ratones inoculados con 2,5 x 106 células tumorales Hepa 1.6 se sacrificaron a través de la vena porta dos 
semanas después de la inoculación del tumor. Las células hepáticas no parenquimatosas (NPC) se extrajeron, se 5 
contaron y se analizaron por citometría de flujo. A/ Número de células NK (CD161+) extraídas en NPC de hígado 
extraídas de ratones tratados con un anticuerpo de control irrelevante (barras blancas, n=7) o anticuerpo 
monoclonal anti-SIRPa (barras negras, n=7) 3 veces por semana. B/ Expresión de CD27 (marcador NK inmaduro) 
y CD11b (marcador NK maduro) de las células NK NPC del hígado. 
Figura 13: El mAb anti-SIRPa induce la acumulación de células NK maduras en el modelo de carcinoma 10 
hepatocelular. 
Los ratones inoculados con 2,5 x 106 células tumorales Hepa 1.6 se sacrificaron a través de la vena porta dos 
semanas después de la inoculación del tumor. Las células hepáticas no parenquimatosas (NPC) se extrajeron, se 
contaron y se analizaron por citometría de flujo. Número de subpoblaciones de células NK en NPC de hígado como 
sigue: doble negativo (DN) para CD11b y CD27 (pNK: precursor NK); CD27 solo (CD27 SP) positivo (iNK: NK 15 
inmadura); doble positivo para CD27 y CD11b (eNK NK efectora); CD11b solo (CD11b SP) positivo (mNK: NK 
madura); y Ly6C+ células NK. 
Figura 14: El mAb anti-SIRPa reduce el número de MDSC y aumenta las células NK que se infiltran en tumores en 
el tumor del modelo de melanoma. 
Los ratones que se inyectaron por vía subcutánea con 2x 106 células de melanoma B16 y se trataron con un 20 
anticuerpo irrelevante de control (arriba) o un anticuerpo monoclonal anti-SIRPa (abajo) 3 veces por semana se 
sacrificaron dos semanas después de la inoculación del tumor. Se extrajeron las células infiltrantes de leucocitos 
del tumor y se analizó la proporción de (A) MDSC (CD11b+ Clase II- Ly6Calto) y la proporción de (B) células NK 
(CD161+) por citometría de flujo. Los resultados son representativos de 5 ratones en cada condición. 
Figura 15: El mAb anti-SIRPa aumenta significativamente la supervivencia de los ratones tratados conjuntamente 25 
con el anticuerpo anti-PDL1 y reduce el número de Mo-MDSC en un modelo in vivo de melanoma. 
Al mismo tiempo que la inoculación del tumor, los animales fueron tratados con anticuerpo de control de isotipo 
(Iso Ctrl: estrella: n=5) o un anticuerpo anti-Sirpa (clon p84: cuadrado; n=5) o un anticuerpo anti-PD-L1 (mAb 10F-
9G2: triángulo; n=8) o un tratamiento combinado (anti-Sirpa+anti-PD-LI: círculo; n=5). A. Después se analizó la 
tasa de supervivencia general. B. Algunos animales fueron sacrificados 2 semanas después de la primera 30 
inoculación, los animales tratados con anticuerpos irrelevantes se compararon con animales que recibieron 
anticuerpo anti-SIRPa. Se extrajeron células infiltrantes de leucocitos tumorales y se analizó la proporción de 
marcadores de Mo-MDSC mediante FACS usando CD11b+ Clase II- Ly6Calto. 
Figura 16: El tratamiento anti-SIRPa modifica la expresión de ARNm de los marcadores de la superficie celular de 
las células infiltrantes después de romper la tolerancia inmunitaria en un modelo de trasplante de riñón de rata. 35 
Se midió la expresión de ARNm de CD80, CD86, CD14, CD11b, IL12p40, CD103, NKRP1, MHCII y aumenta 
después del tratamiento anti-SIRPa en comparación con el control tolerante. 
Figura 17: Efecto de un único tratamiento anti-Sirpa o un tratamiento inmunomodulador combinado en un modelo 
in vivo de hepatocarcinoma: 
Una semana después de la inoculación del tumor, los animales fueron tratados 3 veces/semana durante 4 semanas 40 
A. con anticuerpo de control de isotipo (Iso Ctrl: cuadrado negro: n=33) o un anticuerpo anti-Sirpa (clon p84: 
cuadrado gris; n=33) o un anticuerpo antiCD137 (mAb 4-1BB: triángulo negro; n=8) o un tratamiento combinado 
(Anti-Sirpa+anti-CD137: diamante gris; n=8). Después se analizó la tasa de supervivencia general. B. los animales 
fueron tratados 2 veces/semana durante 4 semanas con anticuerpo de control de isotipo (Iso Ctrl: cuadrado negro: 
n=5) o un anticuerpo anti-Sirpa (clon p84: cuadrado gris; n=5) o un anticuerpo anti-PD-L1 (mAb 10F-9G2: triángulo 45 
negro; n=8) o un tratamiento combinado (anti-Sirpa+anti-PD-L1: diamante gris; n=5). Después se analizó la tasa 
de supervivencia general. 

 
Ejemplos 
 50 
1. Materiales y métodos 
 
Fenotipo MDSC 
 
Las MDSC de sangre humana se caracterizaron y clasificaron mediante citometría de flujo de la siguiente manera: 55 
CD11b+CD33+ HLA-DRbajo/- CD14+ CD15-para Mo-MDSC y CD11b+CD33+ HLA-DR- CD14- CD15+ para PMN-MDSC. 
Las MDSC de sangre y bazo de rata se caracterizaron y se analizaron por citometría de flujo como CD11b+ MHC de 
Clase II-NKRP1int (tanto Mo-MDSC como PMN-MDSC se incluyeron en este fenotipo). Las MDSC de ratón se 
caracterizaron como sigue: CD11b+ MHC de Clase II- Ly6Calto Ly6G- para Mo-MDSC y CD11b+MHC de Clase II- Ly6C+ 
Ly6G+ para PMN-MDSC. 60 
 
Purificación y cultivo de MDSC 
 
Las MDSC se purificaron mediante citometría de flujo de acuerdo con los fenotipos descritos anteriormente. La pureza 
de las células clasificadas por citometría de flujo fue más alta que el 99 %. Después se sembraron MDSC recién 65 
purificadas a 50 x 103 células/pocillo en placas de microtitulación de fondo plano de 96 pocillos y se cultivaron durante 

E15794641
07-09-2020ES 2 817 074 T3

 



9 

dos días en medio RPMI-1640 (suplementado con L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, 0,1 mg/ml de 
estreptomicina, suero de ternera fetal inactivado por calor al 10 %, aminoácidos no esenciales al 1 %, HEPES 5 mM, 
piruvato sódico 1 mM y 2-mercaptoetanol 1 mM) y con anticuerpo irrelevante de control o anticuerpo monoclonal anti-
SIRPa (clon SE7C2 (Santa Cruz Biotechnology) y SE5A5 (Biolegend) para MDSC humanas o clon ED9 (AbD Serotec) 
para MDSC de rata) a 10 mg/ml. En un escenario diferente, también se añadieron GM-CSF recombinantes (10 ng/ml) 5 
para forzar la diferenciación de macrófagos/células dendríticas. Después de dos días, se recogió el sobrenadante y 
las células se retiraron incubando con EDTA 2 mM durante 5 min a 37 °C. Las células se tiñeron con anticuerpo 
fluorescente para caracterizar su fenotipo mediante citometría de flujo. En paralelo, las células se resuspendieron en 
medio de cultivo para evaluar su función inmunosupresora sobre la proliferación de linfocitos T. 
 10 
Ensayo de función inmunosupresora de MDSC 
 
Se recubrieron placas de 96 pocillos de fondo plano con anticuerpos anti-CD3 (0,5 mg/ml; 2 horas a 37 °C). Se 
sembraron células de bazo de rata a 50 ≥ 103 células/pocillo por triplicado y se cultivaron durante 3 días en medio 
RPMI-1640 (suplementado con L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, 0,1 mg/ml de estreptomicina, suero de ternera 15 
fetal inactivado por calor al 10 %, aminoácidos no esenciales al 1 %, HEPES 5 mM, piruvato sódico 1 mM y 2-
mercaptoetanol 1 mM) con 2 mg/ml de anticuerpos monoclonales anti-CD28. Se añadió una proporción diferente de 
MDSC recién aislada en el día 0 de cultivo en estos cultivos de linfocitos T activados policlonalmente. El anticuerpo 
de control o anticuerpo anti-SIRPa (SE7C2, Santa Cruz Biotechnology®, inc. o SE5A5, Biolegend®) se añadió a 
10 mg/ml desde el día 0 de cultivo. En otras placas, las Mo-MDSC mantenidas durante 48 h en presencia de 20 
anticuerpos control o anti-SIRPa se lavaron para retirar los anticuerpos y se añadieron en diferentes proporciones en 
un ensayo de supresión similar, sin adición de nuevos anticuerpos. La proliferación se midió el día 3 mediante la 
adición de 0,5 mCi [3H] timidina por pocillo. 
 
Modelo de rata con tolerancia al aloinjerto renal 25 
 
Se obtuvieron ratas congénicas Lewis.1W (RT1u) y Lewis.lA (RT1a) macho de siete a nueve semanas de edad de 
Janvier (Savigny/Orges, Francia) y se mantuvieron en las instalaciones de los inventores para animales en condiciones 
específicas libres de patógenos, de acuerdo con las directrices institucionales. Se realizaron aloinjertos de riñón, como 
se describió anteriormente (Dugast et al., 2008). Un Lewis nativo. El riñón 1W (lado derecho) se reemplazó por el 30 
aloinjerto del donante LEW.1A y se realizó una nefrectomía contralateral 7 d después, tiempo después de la cual la 
supervivencia del receptor dependía del buen funcionamiento del aloinjerto. Estas ratas se trataron con un anticuerpo 
anti-CD28 (hibridoma JJ319) i.p. a 0,3 mg/día durante 7 días, a partir del día del trasplante. Sin tratamiento, los injertos 
se rechazaron 11 días después del trasplante. Los animales se consideraron tolerantes cuando no se produjo ningún 
rechazo dentro de los 100 días. A continuación, los receptores tolerantes se trataron i.p. con 500 mg de anticuerpo 35 
anti-SIRPa (clon ED9, AbDSerotec) o anticuerpo irrelevante de control (clon 3G8) el día 150 y después 300 mg dos 
veces/semana durante 21 días. Se extrajeron muestras de sangre para análisis de citometría de flujo. La creatininemia 
y la uremia se monitorizaron en suero. Los animales se sacrificaron cuando la disfunción del injerto renal se evidenció 
por un aumento de 2 veces desde el día 0 de creatininemia o uremia. 
 40 
Tinción inmunohistoquímica 
 
Se prepararon secciones congeladas (10 mm) a partir de biopsias renales. Los portaobjetos se secaron al aire a 
temperatura ambiente durante 1 hora antes de la fijación con acetona durante 10 min a temperatura ambiente. Las 
secciones estaban saturadas y, cuando se requirió (i.g. tinción Foxp3) se permeabilizaron con saponina al 0,5 % 45 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), en la solución saturada (PBS que contiene suero de rata al 5 %, suero de cabra normal 
al 2 % y BSA al 4 %). Las secciones se incubaron durante la noche con anticuerpo primario a 4 °C, seguido de 
anticuerpo secundario fluorescente o anticuerpo secundario biotinilado y coloreado con ABC Vectastainkit (Vector, 
Burlingame, CA) y kit de diaminobenzidina (DAB) antes de la coloración con eosina y hematoxilina. Los portaobjetos 
se analizaron utilizando microscopía convencional o de fluorescencia y el software de imágenes AxioVision (Carl Zeiss, 50 
Le Pecq, Francia). 
 
El anticuerpo primario usado fue anti-TCRαβ de rata (clon R73), CD161 (clon 3.2.3), CD68 (clon ED1), CD11b/c (clon 
OX42) y Foxp3 (clon FJK-16s). 
 55 
PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) 
 
La PCR cuantitativa en tiempo real se realizó en un sistema Viia7 de Applied Biosystems usando reactivos de núcleo 
de PCR SYBR Green y TaqMan. El ARN se extrae de la homogeneización de los tejidos renales en reactivo Trizol, se 
separa del ADN y las proteínas con cloroformo, se precipita con isopropanol, se lava con etanol, se seca y después 60 
se resuspende en agua libre de ARNasa. Después de un tratamiento con DNAsa, el ARN se retro-transcribe para 
obtener ADN complementario (ADNc). La expresión génica relativa se calculó con el método 2(-dCt) en comparación 
con el gen de mantenimiento HPRT. Todas las muestras se analizaron por duplicado. Se comparó la expresión de 
genes de interés entre animales tolerantes tratados con anticuerpo de control (3G8) o anticuerpo anti-SIRPa (ED9). 
 65 
Tabla 2: Cebadores usados en la PCR cuantitativa 
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Cebadores (rata) Sentido Secuencia de 5' a 3' SEQ ID NO 

rHPRTFor Directo  1 

rHPRTRev Inverso  2 

rCD14For Directo  3 

rCD14Rev Inverso  4 

rCD86For Directo  5 

rCD86Rev Inverso  6 

rIL12p40For Directo  7 

rIL12p40Rev Inverso  8 

rCD80For Directo  9 

rCD80Rev Inverso 
 

10 

 
Tabla 3: Conjuntos de cebadores/sondas usados para las mediciones de expresión génica de TaqMan 

Diana 
Referencia del conjunto de sonda/cebador 
de ThermoFisher 

CD103 (alfa integrina e) Rn01460526_m1 

CD11b Rn00709342_m1 

Clase II Rn01429090_g1 

NKRP1 (CD161a) Rn01749035_m1 

 
Modelo de ratones con carcinoma hepatocelular 
 5 
Los ratones machos C57B1/6J de ocho semanas recibieron 2,5 x 106 células de hepatoma de ratón Hepa1.6 en 100 ml 
a través de la vena porta, como se describió anteriormente (Gauttier et al., 2014). Cuatro y ocho días después de la 
inoculación del tumor, los ratones se inyectaron intraperitonealmente con 100 mg de mAb anti-CD137 de rata (mAb 4-
1BB) o con 300 mg de anticuerpo monoclonal SIRPa anti-ratón (clon P84 de Merck Millipore) o ambos anticuerpos o 
un anticuerpo de control irrelevante (clon 3G8) 3 veces a la semana durante 4 semanas (Figura 17A) o con 200 mg 10 
del mAb anti-PD-L1 (clon 10F-9G2 de BioXCell) o recibieron ambos anticuerpos (anti-Sirpa + anti-PDL1) durante 
4 semanas (Figura 17B). Los ratones tratados con Sorafenib (Nexavar-Bayer) recibieron 100 ml diarios de 
alimentación por sonda oral de 40 mg/kg desde el día 0 al día 28 (Figura 10). Se analizó la supervivencia global. Se 
sacrificaron algunos ratones el día 14 después de la inoculación del tumor para la cuantificación y caracterización de 
la infiltración tumoral de leucocitos por aislamiento de células no parenquimatosas del hígado mediante un gradiente 15 
de Percoll y análisis FACS. 
 
Modelo de ratones melanoma 
 
Ratones macho C57B1/6J de ocho semanas de edad recibieron una inyección subcutánea de 2 x 106 células de 20 
melanoma de ratón B16-Ova en el flanco. Los ratones se trataron i.p. desde el día 0 después de la inoculación del 
tumor con 300 mg de un anticuerpo irrelevante de control (clon 3G8) o con un anticuerpo monoclonal anti-ratón SIRPa 
(clon P84) 3 veces por semana o con 200 mg del mAb anti-PD-L1 (clon 10F-9G2 de BioXCell) dos veces por semana 
o recibió ambos anticuerpos (anticuerpos anti-Sirpa y anti-PD-L1) durante 4 semanas. Algunos animales se 
sacrificaron dos semanas después de la inoculación del tumor a infiltrados de leucocitos tumorales caracterizados 25 
mediante citometría de flujo. Se analizó la supervivencia global. 
 
2. Resultados 
 
Las MDSC expresan SIRPa 30 
 
Los inventores describieron anteriormente (Dugast et al., 2008) que las MDSC (monocíticas y granulocíticas) de rata 
expresan un alto nivel de SIRPa en su superficie. La Figura 1 ahora muestra que las Mo-MDSC y PMN-MDSC de ratón 
también expresan SIRPa en su superficie a un nivel similar al de las células mieloides maduras (CD11b+ de Clase II+). 
Por el contrario, en seres humanos, SIRPa se expresa solo en Mo-MDSC, en niveles similares a las células mieloides 35 
maduras (CD11 b+ HLA-DR+), mientras que las PMN-MDSC no expresan SIRPa. 
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SIRPa controla la diferenciación de Mo-MDSC en células no supresoras con un fenotipo similar a NK. 
 
Los presentes inventores primero observaron que los anticuerpos monoclonales dirigidos a SIRPa y antagonizando 
su interacción con CD47 no afectaron a la supervivencia de Mo-MDSC in vitro, durante un período de 48 h. Por el 
contrario, las Mo-MDSC modificaron su fenotipo en comparación con Mo-MDSC recién aisladas o con Mo-MDSC 5 
cultivadas durante 48 h con un anticuerpo de control (Figura 2 y 3). Mientras que se describió anteriormente que las 
MDSC se diferencian en macrófagos o macrófagos asociados a tumores (TAM), células dendríticas o granulocitos, 
aquí se observó que las Mo-MDSC diferenciadas mAbs anti-SIRPa no mostraban estos fenotipos. Por el contrario, la 
incubación en presencia de GM-CSF indujo la diferenciación en el fenotipo descrito anteriormente. (Figura 4). 
Sorprendentemente, en la especie de rata, las MDSC tratadas con anti-SIRPa no adquirieron un alto nivel de moléculas 10 
de clase MHC II, ni de CD68, y en su lugar perdió la adquisición del marcador CD4. En seres humanos, estas células 
perdieron la expresión de CD11c y no adquirieron HLA-DR. Inesperadamente, los presentes inventores observaron 
que estas células expresaban un alto nivel de marcadores específicos de NK, en particular CD161 y CD49b, y 
marcadores de células maduras (CD44 h, CD103, CD80, CD86). También expresaron otro marcador del linaje linfoide 
(CD25, CD28, CD2) confirmando que estas células se han diferenciado por el anticuerpo monoclonal anti-SIRPa en 15 
células linfoides maduras (no mieloides). Adicionalmente, para confirmar que anti-SIRPa indujo la diferenciación en 
células no mieloides, los presentes inventores cultivaron MDSC con anticuerpos monoclonales GM-CSF y anti-SIRPa. 
Mientras que GM-CSF solo induce la diferenciación de MDSC en células mieloides de MHC de Clase II+ maduras (i.d. 
células dendríticas y macrófagos), los presentes inventores observaron que las GM-CSF no tuvieron efecto cuando se 
asoció con el anticuerpo anti-SIRPa y no evitó la nueva ruta de diferenciación inducida por el anticuerpo anti-SIRPa 20 
(Figura 4). Estos resultados demostraron que el anticuerpo monoclonal anti-SIRPa induce la diferenciación de MDSC 
en células con un fenotipo efector similar a NK (CD161+) y que estas superan su ruta de diferenciación convencional. 
Finalmente, para confirmar el mecanismo de acción de los anticuerpos monoclonales anti-SIRPa, los presentes 
inventores primero evaluaron su capacidad para romper la función inmunosupresora de MDSC. Si bien los anticuerpos 
monoclonales anti-SIRPa no modificaron la función supresora de MDSC recién aisladas, los presentes inventores 25 
observaron que las MDSC diferenciadas in vitro por anticuerpos anti-SI RPa habían perdido su capacidad para suprimir 
la proliferación de linfocitos T (Figura 5). Para resumir, los anticuerpos monoclonales anti-SIRPa indujeron la 
diferenciación de Mo-MDSC en células linfoides de tipo NK efectoras no supresoras. 
 
Los anticuerpos monoclonales anti-SIRPa rompen la tolerancia inmunológica dependiente de MDSC in vivo 30 
 
Anteriormente los presentes inventores describieron que la tolerancia al aloinjerto renal inducida por el tratamiento 
monoclonal anti-CD28 en ratas se mantiene mediante la acumulación de Mo-MDSC (Dilek et al., 2012; Dugast et al., 
2008). Para confirmar in vivo que el anticuerpo monoclonal anti-SIRPa podría romper la inmunodepresión sostenida 
por MDSC, independientemente de su efecto sobre la eliminación del tumor al mejorar la fagocitosis de los macrófagos, 35 
los presentes inventores trataron a un receptor de aloinjerto renal tolerante con un anticuerpo monoclonal anti-SIRPa 
o un anticuerpo irrelevante de control. Los presentes inventores observaron que los receptores tolerantes rechazaron 
su aloinjerto dentro de los dos o tres meses posteriores al tratamiento anti-SIRPa, mientras que la función del injerto 
se mantuvo estable con el anticuerpo de control (Figura 6). El análisis de inmunofenotipado de sangre periférica de 
estos animales confirmó la observación in vitro, ya que los presentes inventores observaron una disminución 40 
significativa de MDSC después de un promedio de diez días de tratamiento con tratamiento con anticuerpos anti-
SIRPa. De forma similar, mientras que las células NK no expresaron SIRPa, los presentes inventores observaron un 
aumento significativo de células de linaje NK (CD161+) después de una media de diez días de tratamiento con un 
tratamiento con anticuerpos anti-SIRPa. El examen histológico de los injertos explantados no reveló el rechazo celular 
agudo esperado mediado por linfocitos T. Por el contrario, los presentes inventores observaron que la infiltración de 45 
linfocitos T originalmente presente en el injerto de receptores tolerantes, fue incluso menos pronunciado en el injerto 
de animales rechazados después del tratamiento con anticuerpo anti-SIRPa (Figura 8). Los presentes inventores 
describieron previamente que la acumulación de MDSC periférica en este modelo está asociada a una acumulación 
de células T reguladoras del injerto (Dilek et al., 2012). Los presentes inventores describen aquí que el tratamiento 
con anticuerpos anti-SIRPa también modula indirectamente las células T reguladoras, ya que estas células apenas 50 
eran detectables en el injerto del receptor tratado con anti-SIRPa (Figura 9). Adicionalmente, aunque la infiltración de 
células mieloides (CD11b/c) sigue siendo similar entre grupos, las células mieloides maduras, tales como macrófagos, 
fueron más abundantes en el injerto de receptores tratados con anti-SIRPa. Más importante aún, mientras que las 
células NK (CD161+) apenas eran detectables en el injerto de receptores tolerados, los presentes inventores 
observaron una infiltración significativa del injerto en el receptor tratado con anti-SIRPa, confirmando los estudios in 55 
vitro y la observación periférica in vivo de que el anticuerpo anti-SIRPa modula tanto las células MDSC como las 
células NK. 
 
El tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-SIRPa moduló las células MDSC y NK infiltrantes de tumores y 
previno la mortalidad en modelos de cáncer 60 
 
Los presentes inventores administraron anticuerpo monoclonal anti-SIRPa en modelos murinos de carcinoma 
hepatocelular y melanoma. El modelo de ratón de carcinoma hepatocelular (Hepa 1.6) es un modelo de cáncer 
agresivo que induce la muerte dentro de las dos semanas posteriores a la inoculación de la línea celular tumoral en el 
hígado. En este modelo, el estándar de atención quimioterapéutico aprobado (por ejemplo, sorafenib) rescató un 65 
promedio del 60 % de los ratones (Figura 10). En este modelo restrictivo, los presentes inventores observaron que el 
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tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-SIRPa en monoterapia protegía significativamente a los ratones con 
una efectividad similar a la de Sorafenib. Curiosamente, mientras que la infiltración tumoral se aumentó 
significativamente (en particular linfocitos T) después de dos semanas de tratamiento con anticuerpo anti-SIRPa, los 
presentes inventores observaron una disminución significativa de MDSC dentro de las células mieloides (Figura 11C). 
Adicionalmente, los presentes inventores también observaron un aumento significativo de infiltración de células NK 5 
(CD161+) en estos tumores en comparación con ratones control (Figura 12), en particular una acumulación de células 
NK maduras (CD11b+ CD27-) (Figura 13). De hecho, se describió previamente que el fenotipo CD27+ Cd11b-- 
corresponde a células NK inmaduras incapaces de citotoxicidad y que producen un bajo nivel de citocinas, el fenotipo 
CD11b+ CD27+ a las células NK efectoras que producen citocinas pero poco citotóxicas, y el fenotipo CD11b+ CD27- a 
células NK maduras y altamente citotóxicas (Desbois et al., 2012). Para confirmar estos resultados en otro modelo de 10 
tumor, los presentes inventores usaron un modelo de ratón con melanoma B16. De forma similar, los leucocitos 
extraídos del tumor de ratones tratados durante dos semanas con anticuerpo monoclonal anti-SIRPa también 
mostraron disminución intratumoral de Mo-MDSC (Figura 15B) y acumulación de células NK (CD161+) (del 4,23 % de 
las células en la condición de anticuerpo irrelevante al 12,4 % en animales tratados con anti-Sirpa (Figura 14)). La 
Figura 15A representa la tasa de supervivencia general de los animales inoculados con melanoma. y tratados con un 15 
anti-PD-L1 o con un anti-SIRPa o con ambos durante 4 semanas. En comparación con el tratamiento con moléculas 
individuales, la combinación de anticuerpos mostró un efecto sinérgico. 
 
Efecto del bloqueo SIRPa en un modelo in vivo de hepatocarcinoma 
 20 
La Figura 17A representa la tasa de supervivencia global de los animales inoculados con hepatocarcinoma y tratados 
con un anti-CD137, un anti-Sirpa o ambos durante 4 semanas. El 30 % de los animales tratados con anti-Sirpa 
sobrevivieron más de 20 días después de la inoculación. Este resultado es comparable a los resultados obtenidos 
cuando los animales recibieron el anticuerpo anti-CD137. Curiosamente, el 100 % de los animales que recibieron el 
combo anti-Sirp+anti-CD137 sobrevivió. En comparación con los resultados obtenidos con cada molécula sola, esto 25 
muestra un fuerte efecto sinérgico de las 2 moléculas. 
 
La Figura 17B representa la tasa de supervivencia global de los animales inoculados con hepatocarcinoma y tratados 
con un anti-PD-L1, un anti-Sirpa o ambos durante 4 semanas. Como se observó antes, el 20 % de los animales 
tratados con anti-Sirpa sobrevivieron más de 20 días después de la inoculación. Los resultados mostraron una tasa 30 
de supervivencia muy interesante cuando los animales fueron tratados con ambas moléculas, en comparación con 
cada tratamiento. Este resultado muestra un efecto sinérgico del anticuerpo anti-SIRPa con el anticuerpo anti-PD-L1 
en un modelo de cáncer. 
 
Los experimentos in vivo en 2 modelos de cáncer diferentes demostraron que SIRPa es una diana interesante para el 35 
tratamiento del cáncer como monoterapia y más aún cuando se combina con otras inmunoterapias o quimioterapia. 
Estos resultados demuestran que SIRPa es un nuevo punto de control que es importante bloquear con el objeto de 
inducir células no supresoras en el tumor. 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo y un fragmento de unión a antígeno del mismo 
que se une específicamente a la proteína reguladora de señales alfa (SIRPa) y bloquea la interacción entre SIRPa y 
CD47, para su uso en el tratamiento de un carcinoma hepatocelular o un melanoma en un paciente. 5 
 
2. El compuesto de la reivindicación 1 para su uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho carcinoma o 
melanoma hepatocelular es metastásico. 
 
3. El compuesto de la reivindicación 1 o 2, para su uso de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en donde dicho 10 
compuesto se combina con un segundo agente terapéutico. 
 
4. El compuesto de la reivindicación 3, para su uso de acuerdo con la reivindicación 3, en donde dicho segundo agente 
terapéutico se selecciona del grupo que consiste en agentes quimioterapéuticos, radioterapia, cirugía, agentes 
inmunoterapéuticos, antibióticos y probióticos. 15 
 
5. El compuesto de la reivindicación 4, para su uso de acuerdo con la reivindicación 4, en donde dicho segundo agente 
terapéutico es un agente inmunoterapéutico seleccionado del grupo que consiste en vacunas terapéuticas y 
bloqueadores o activadores de puntos de control inmunitarios.  
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