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DESCRIPCION
Métodos para tratar la neutropenia usando agonistas retinoides
Derechos gubernamentales

La invencién se desarroll6 con apoyo del gobierno con los numeros de concesion CA111440, CA120512 y
CA120512-02S1, otorgado cada uno por los Institutos Nacionales de Salud. El gobierno tiene determinados
derechos con respecto a la invencion.

Campo de la invencion

La divulgacion se refiere a métodos para tratar, inhibir, reducir y/o promover la profilaxis de la neutropenia en un
sujeto que la necesita y que comprende administrar un agonista retinoide, por ejemplo, tamibaroteno.

Antecedentes

Los neutrdfilos, los granulocitos mas comunes, constituyen hasta el 70 % de los leucocitos circulantes que defienden
fundamentalmente frente a infecciones de patdgenos. La neutropenia inducida por la quimioterapia del cancer es un
trastorno hematoldgico caracterizado por grandes reducciones del nimero de neutréfilos en el torrente sanguineo.
Hace ya mas de dos décadas desde que se us6 el G-CSF por primera vez para tratar la neutropenia adquirida y
congénita’? promoviendo la granulocitopoyesis de las HSC. Debido al bajo indice terapéutico del G-CSF, sus
efectos adversos de administracion, y el riesgo de transformacion maligna,? la neutropenia inducida por la
quimioterapia en oncologia sigue siendo una fuente principal de morbilidad, mortalidad y gastos sanitarios.>*
Estudios recientes muestran que, al contrario que los PBN, la deficiente destruccién bacteriana en neutréfilos
inducida por el G-CSF de las células CD34+ se asocia a una ausencia de granulos maduros, debido a una
granulocitopoyesis andmala al inicio del proceso de diferenciacion.® Por tanto, el éxito en disefiar terapias mas
eficaces para la neutropenia puede depender de la determinacion de coémo se coordina la granulocitopoyesis con el
desarrollo inmunitario basada en los neutrdfilos.

El agonista retinoide Am8082 se ha disefiado para mejorar los efectos secundarios del acido retinoico (RA) todo
trans mediante su union selectiva a un receptor del acido retinoico alfa (RARa),%%'0 un factor de transcripcion
activado por el RA'"2 para regular la diferenciacion granulocitica de los mieloblastos leucémicos y las HSC.'3'7 El
RA, una forma de origen natural de la vitamina A, desempefia un papel clave en el desarrollo del plano corporal e
induce la diferenciacion de muchos tipos de células normales y malignas.'®-20 Hasta la fecha, el tratamiento con RA
de la leucemia promielocitica aguda (APL) representa el mejor ejemplo de terapia de induccién de la diferenciacion
exitosa en oncologia clinica,?' sin embargo, los efectos secundarios asociados a la terapia con RA son generalmente
graves y la resistencia al RA es un hecho comun.?22* Diversos estudios han demostrado que el RARa regula
diferenciacion granulocitica inducida por el Am80.2%-2” Ademas, el Am80 es aproximadamente 10 veces mas eficaz,
con menor toxicidad, que el RA u otros reinoides usados como terapia de diferenciacion en pacientes con APL.7-828
Actualmente, el Am80 ha sido aprobado para el tratamiento de la APL en Japon”® y se ha ensayado clinicamente
para diversos canceres/enfermedades diferentes en EE.UU. y Europa (http://www.cytrx.com/tamibarotene.html;
http://clinicaltrials.gov). Los avances en el uso del Am80 para inducir la diferenciacién granulocitica han llevado a los
presentes autores a ensayar este agente como medio para potenciar la actividad bactericida de los neutréfilos que
proceden de la granulocitopoyesis durante el desarrollo inmunolégico. Los presentes autores han comunicado que el
Am80 posee una actividad significativamente mayor que el G-CSF como inductor de la diferenciacion de los
neutrofilos y del desarrollo inmunolégico, posiblemente a través de su promocion de la granulocitopoyesis derivada
de las HSC por la mediacion de los efectos diferenciales del CD66 sobre la activacion del CD18.

Sumario de la invencién

La invencién proporciona agonistas retinoides para su uso en métodos para tratar, inhibir y/o reducir la gravedad de
la neutropenia, infecciones bacterianas agudas, la neutropenia inducida por la quimioterapia del cancer y/o diversas
formas de neutropenia congénita en sujetos que lo necesitan. Los métodos incluyen proporcionar una composicion
que incluye un agonista retinoide y administrar una cantidad eficaz de la composicién al sujeto a fin de tratar, inhibir
y/o reducir la gravedad de la neutropenia en el sujeto. Los métodos comprenden ademas administrar agentes
terapéuticos adicionales simultdneamente o secuencialmente con las composiciones de la invencion a fin de tratar,
inhibir y/o reducir la gravedad de la neutropenia, infecciones bacterianas agudas, la neutropenia inducida por la
quimioterapia del cancer y/o diversas formas de neutropenia congénita en los sujetos. En algunas realizaciones, el
agonista retinoide es uno cualquiera o mas de tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinacion
de los mismos.

La invencion proporciona también composiciones farmacéuticas para su uso en el tratamiento, la inhibicién y/o la
reduccion de la gravedad de la neutropenia, la neutropenia inducida por la quimioterapia del cancer y/o diversas
formas de neutropenia congénita en sujetos que lo necesitan. Las composiciones farmacéuticas incluyen cantidades
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de agonistas retinoides. En algunas realizaciones, el agonista retinoide es uno cualquiera o mas de tamibaroteno
(AM80), CH55, ITYA (IT-YA01115) o una combinacion de los mismos.

Breve descripcion de las figuras
En las figuras de referencia se ilustran realizaciones ejemplares.

La Figura 1 muestra, de acuerdo con varias realizaciones de la presente invencion, que el Am80 promueve la
diferenciacion de los neutrofilos mas eficazmente que el G-CSF, al tiempo que exhibe una toxicidad similarmente
baja. (A) Mejor induccién granulocitica asociada a una menor inducciéon de monocitos en células CD34+ tratadas
con G-CSF durante 6 frente a 9 o 12 dias. (B & C) La concentracion reducida de Am80 (2,5 nM) lleva a una
induccion mas eficaz de la diferenciacién granulocitica que la conseguida con el G-CSF (cuadro B), al tiempo que
exhibe menos toxicidad (cuadro C). (D) Comparacion global del Am80 y el G-CSF en condiciones que se
consideran 6ptimas para la diferenciacion granulocitica.

La Figura 2 muestra, de acuerdo con varias realizaciones de la presente invencion, que los neutréfilos inducidos
por el Am80 (AIN) producen y segregan granulos mas eficazmente que los neutréfilos inducidos por el G-CSF
(GIN). (A) Secrecion eficaz de lactoferrina por los AIN frente a los GIN tras estimulo con E. coli. (B) Mayor
produccién y desgranulacién del LL-37 por los AIN frente a los GIN. (C) Abundancia incrementada de la MMP9
intracelular tras estimulo con E. coli aunque insuficiente desgranulaciéon tanto en los GIN como en los AIN.

La Figura 3 muestra, de acuerdo con varias realizaciones de la presente invencion, que los AIN tanto no
separados como separados con anticuerpo anti-CD15 muestran una capacidad mayor para la eliminacion de
bacterias que los GIN no separados y separados. (A) muestra la cuantificacion de monocitos (GIN). (B) muestra
la cuantificacion de neutréfilos GIN frente a AIN en banda/segmentados. (C & D) Comparacién del efecto de los
GIN y los AIN no separados y separados sobre la eliminacién de bacterias intracelulares. La eficacia de
eliminacion se determiné a partir del nimero de bacterias viables recuperadas del compartimento intracelular tras
la infeccion.

La Figura 4 muestra, de acuerdo con varias realizaciones de la presente invencion, que los AIN poseen
actividades fagociticas y bactericidas significativamente mas elevadas que los GIN. (A-D) Actividades fagociticas
y bactericidas determinadas mediante el nimero de bacterias extracelulares (cuadro A), bacterias fagocitadas
(cuadro B), bacterias intracelulares recuperadas (cuadro C) y bacterias destruidas (cuadro D). Hubo un aumento
de 1,26 + 0,01 veces del nUmero de bacterias a lo largo de los 45 min del experimento. *:GIN frente a AIN, P <
0,03 al menos. (E) Cuantificacion de las bacterias extracelulares tras la infeccion y de las bacterias destruidas in
situ en GIN; AIN y neutréfilos de sangre periférica humana (PBN). *: GIN frente a AIN o PBN, P < 0,003 al
menos.

La Figura 5 muestra, de acuerdo con varias realizaciones de la presente invencion, las estructuras de ATRA (RA)
y los agonistas retinoides recientemente sintetizados Am80, CH55, e IT-YA01115 (IT-YA).

La Figura 6 muestra, de acuerdo con varias realizaciones de la presente invencion, que el Am80 induce la
diferenciacion morfolégica de los granulocitos de las células CD34+ mas eficazmente que el G-CSF y otros
compuestos retinoides. (A-B) La mayor eficacia del RA en la induccién de la diferenciacion granulocitica respecto
al G-CSF (cuadro A) estaba asociada a una muerte celular significativa (cuadro B). La menor eficacia en la
induccién de la diferenciacidon de las células CD34+ a granulocitos por el G-CSF estaba asociada a una mayor
induccion de monocitos el dia 12 (cuadros A). (C-D) EI Am80 (10 nM) presentaba una eficacia similar en la
induccion de la diferenciacion granulocitica en comparacion con el RA y el CH55 (cuadros A y C), al tiempo que
mostraba menos inducciéon de monocitos que el G-CSF o el ITYA o el CH55 (cuadros A, C) y una menor tasa de
muerte celular que el RA o el CH55 (cuadros B, D).

La Figura 7 muestra, de acuerdo con varias realizaciones de la presente invencién, que el Am80 induce una
recuperacion de neutréfilos competitiva en ratones neutropénicos en comparacion con los tratados con G-CSF.
(A) llustracion del disefio experimental para el analisis de la recuperacion de neutréfilos medida el dia 3 tras la
administracion de CPA con diferentes dosis de Am80 y G-CSF. (B) Se extrajo sangre periférica (PB) de ratones
de control sacrificados el dia 3 y los neutréfilos de PB se purificaron usando Ficoll-paque (1,084). (C) Analisis de
recuperacion de leucocitos (WBC) y neutréfilos en ratones neutropénicos tratados con diferentes dosis de Am80
0 G-CSF el dia 3.

La Figura 8 muestra, de acuerdo con varias realizaciones de la presente invencion, que los neutréfilos
movilizados por el Am80 en ratones neutropénicos muestran mayor actividad bactericida que los movilizados por
el G-CSF. (A) El G-CSF inducia una recuperacion de neutréfilos notablemente acelerada en comparacion con los
ratones tratados con Am80 o vehiculo el dia 5. (B) Anédlisis de neutrdfilos de PB el dia 5. *G-CSF frente a Am80,
P < 1,2 x 10%; G-CSF frente al control, P < 4,0 x 10°%; G-CSF frente al vehiculo, P < 8,2 x 108; Am80 frente al
vehiculo, P < 1,3 x 10'5; Am80 frente al control, P < 0,016. (C) Las actividades fagociticas y bactericidas de los
neutrofilos, aislados de PB de diferentes ratones, se reflejaron por el nimero de bacterias extracelulares,
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bacterias fagocitadas y bacterias destruidas tras la exposicion in vitro de los neutréfilos aislados a S. aureus.
*Extracelular: AIN frente a GIN, P < 0,043 AIN frente a C-MPBN, P < 1,1 x 10#; MPBN frente a C-MPBN, P < 3,7
x 10#; GIN frente a C-MPBN, P < 0,049. *Fagocitosis: AIN frente a GIN, P < 0,026; AIN frente a C-MPBN, P <
0,02; MPBN frente a GIN, P < 0,042; MPBN frente a C-MPBN, P < 0,003; GIN frente a C-MPBN, P < 0,009.
*Destruccion: AIN frente a GIN, P < 0,026; AIN frente a C-MPBN, P < 0,005; MPBN frente a GIN, P < 0,015;
MPBN frente a C-MPBN, P < 0,003; GIN frente a C-MPBN, P < 0,009. (D) Las recuperaciones aceleradas de
WBC vy neutrdfilos cesaron el dia 7 tras 96 horas de estimulo con G-CSF o Am80 o vehiculo. (E) Analisis de
neutrofilos de PB el dia 9. *G-CSF frente al control, P < 0,005; Am80 frente al control, P < 3,9 x 104; Am80 frente
al vehiculo, P < 0,03; Vehiculo frente al control, P < 0,03. (F) Los AIN presentaban actividades fagociticas y
bactericidas significativamente mas elevadas que los GIN el dia 9, 48 horas después de que cesara la
recuperacion de neutréfilos acelerada. *Extracelular: AIN frente a GIN, P < 0,02; AIN frente a C-MPBN, P <
0,007; MPBN frente a GIN, P < 0,04; MPBN frente a C-MPBN, P < 0,02. *Fagocitosis: AIN frente a C-MPBN, P <
0,034; MPBN frente a C-MPBN, P < 0,043. *Destruccion: AIN frente a C-MPBN, P < 0,034; MPBN frente a C-
MPBN, P < 0,043. (G) Datos in vivo que demuestran que, en ratones neutropénicos, el Am80 induce suficientes
neutrofilos eficaces que muestran una mayor actividad bactericida que los inducidos por el G-CSF. Se dividieron
aleatoriamente veinte ratones C57BL6/J en 4 grupos para los experimentos. Se administré una Unica dosis de
inyeccion intraperitoneal de ciclofosfamida (CPA) de 200 mg/kg el dia 0. Se administré6 Am80 o G-CSF o vehiculo
4 h después de la inyeccion de CPA durante 3 dias consecutivos. La neutropenia de raton se indujo 48-60 h
después de la inyeccién de CPA. Después de 16 h desde la inyeccion intraperitoneal de 3 x 107 S. aureus, el
experimento se efectué el dia 3. Los neutréfilos purificados se analizaron para determinar sus actividades
bactericidas determinando el nimero de bacterias extracelulares viables en la cavidad peritoneal (cuadro G-i) y
en la PB (cuadro G-ii). Se efectud el recuento de bacterias viables en 3 ml de liquido peritoneal lavado con PBS
asi como con un estimado de 1,5 ml de plasma sanguineo total. Valor P de bacterias viables en la cavidad
peritoneal: Am80 frente a G-CSF, P < 2,4 x 10%; control frente a GCSF, P < 4,7 x 10% vehiculo frente a G-CSF,
P < 8,3 x 103 Am80 frente al vehiculo, P < 3,1 x 109 Am80 frente al control, P < 0,038. *Bacterias extracelulares
viables totales del cuadro G-iii: Am80 frente a G-CSF, P < 1,9 x 10%; control frente a G-CSF, P < 9,4 x 10%;
vehiculo frente a G-CSF, P < 6,5 x 10 Am80 frente al vehiculo, P < 6,8 x 10°7; control frente a Am80, P < 3,8 x
105. Los cambios en veces de las bacterias viables se dan en el cuadro G-iv. Las bacterias viables del grupo de
control se usaron como patréon de 1 vez.

Descripcion detallada de la invencion

A menos que se defina de otra manera, los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
los significados cominmente entendidos por el experto en la técnica a la que pertenece la presente invencién. Los
documentos Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology, 3?2 ed., J. Wiley & Sons (Nueva York,
NY 2001); March, Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure 52 ed., J. Wiley & Sons
(Nueva York, NY 2001); y Sambrook y Russel, Molecular Cloning: A Laboratory Manual 32 ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press (Cold Spring Harbor, NY 2001), proporcionan una guia general al experto en la técnica para
muchos de los términos usados en la presente solicitud.

El experto en la técnica reconocera muchos métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento, que se podrian usar en la practica de la presente invencion. De hecho, la presente invencion
no esta limitada de ningin modo a los métodos y materiales descritos. Para los fines de la presente invencion, los
términos siguientes se definen a continuacion.

La expresion "resultados beneficiosos" puede incluir, si bien no se limita en absoluto a los mismos, reducir o aliviar la
gravedad de la patologia, prevenir el empeoramiento de la patologia, curar la patologia, prevenir el desarrollo de la
patologia, reducir las posibilidades de un paciente de desarrollar la patologia y prolongar la vida de un paciente o su
esperanza de vida.

El término "mamifero”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier miembro de la clase
Mammalia que incluye, si bien sin limitacién, humanos y primates no humanos tales como chimpancés y otras
especies de simios y monos; animales de granja tales como vacas, ovejas, cerdos, cabras y caballos; animales
domésticos tales como perros y gatos; animales de laboratorio que incluyen roedores tales como ratones, ratas y
cobayas, y similares. El término no indica una edad o un sexo particular. Asi pues, se pretende que estén incluidos
sujetos adultos y recién nacidos, al igual que fetos, ya sea de sexo masculino o femenino, dentro del alcance de este
término.

El término "neutropenia”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a niveles anormalmente bajos de
neutrofilos en la sangre. La neutropenia puede ser debida a una produccién reducida de leucocitos (por ejemplo
debida a, incluyendo pero no limitandose a los mismos, agentes terapéuticos que afectan a la médula ésea,
trastornos hereditarios/congénitos que afectan a la médula 6sea, anemia aplasica, cancer, radioterapia, deficiencia
de vitamina B12, folato o cobre y/o exposicion a pesticidas). La neutropenia puede ser debida también a la
destruccion de leucocitos (por ejemplo debida a, incluyendo pero no limitdandose a los mismos, infecciones
bacterianas agudas, determinadas enfermedades autoinmunitarias, tratamientos de quimioterapia y/o agentes
terapéuticos). La neutropenia puede ser debida también al secuestro y/o la migracién de leucocitos (por ejemplo
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debidos a, incluyendo pero no limitandose a los mismos, hemodialisis, malaria y/o infecciones bacterianas).
Determinadas medicaciones tales como flecainida, fenitoina, indometacina, propiltiouracilo, carbimazol,
clorpromazina, trimetoprim/sulfametoxazol (cotrimoxazol), clozapina, ticlodipina pueden dar como resultado una
neutropenia. Los métodos y composiciones de la invencién se pueden usar para tratar, inhibir, reducir la gravedad
de la neutropenia y/o promover la profilaxis de la neutropenia, debida a cualquiera de las causas anteriores. Los
métodos y composiciones de la invencidon se pueden usar también para tratar, inhibir, reducir la gravedad de las
patologias debidas a cualquiera de las causas anteriores de neutropenia, y/o para promover la profilaxis de las
mismas, mediante el tratamiento, la inhibicién, la reduccion de los sintomas de la neutropenia y/o la promocion de la
profilaxis de la neutropenia.

Los términos "tratamiento" y "tratar", tal como se usan en el presente documento, se refieren tanto a un tratamiento
terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas, en los que el objeto es prevenir o ralentizar (disminuir) la
patologia objetivo, prevenir la patologia, buscar u obtener resultados beneficiosos, o reducir las posibilidades del
sujeto de desarrollar la patologia incluso si el tratamiento finalmente no tiene éxito. Los sujetos que necesitan el
tratamiento incluyen los que ya padecen la patologia asi como aquellos proclives a padecer la patologia o aquellos
en los que se ha de prevenir la patologia.

La expresién "cantidad terapéuticamente eficaz", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una
cantidad que es capaz de conseguir resultados beneficiosos en un sujeto mamifero con neutropenia. Se puede
determinar una cantidad terapéuticamente eficaz de forma individual y se basara, al menos en parte, en la
consideracion de las caracteristicas fisiologicas del mamifero, el tipo de sistema de administracion o técnica
terapéutica empleados y el momento de administraciéon con respecto a la progresion de la enfermedad.

A pesar de los avances en el uso terapéutico del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)
recombinante para promover la granulocitopoyesis de células madre hematopoyéticas (HSC) humanas, la
neutropenia sigue siendo una de las complicaciones mas graves de la quimioterapia del cancer. Usando un modelo
ex vivo para inducir la diferenciacion granulocitica de células hematopoyéticas primitivas CD34+, los presentes
autores han descubierto que el Am80 (tamibaroteno), un nuevo agonista retinoide, es mas potente que el G-CSF en
la coordinacién de la diferenciacion de los neutrdfilos y el desarrollo inmunitario. El analisis funcional y la formacion
de imagenes in situ de la produccion de granulos, la infeccion por E. coli, y la destruccién de bacterias demostraron
que analogamente a los neutréfilos de sangre periférica (PBN) humanos, los neutréfilos inducidos por el Am80 (AIN)
presentaban actividades bactericidas mayores que los neutrofilos inducidos por el G-CSF (GIN). A diferencia de los
GIN pero de forma similar a los PBN, la destruccidon bacteriana potenciada por los AIN se asociaba a una mayor
coexpresion del antigeno CD66 con la subunidad CD18 de la integrina 2. De forma consistente, el anticuerpo anti-
CD18 neutralizaba las actividades bactericidas de los AIN inducidas por el Am80. Por tanto, los AIN parece que
proporcionan un medio mas eficaz para promover la diferenciacion de los neutréfilos y actividades bactericidas en
comparacion con el G-CSF, posiblemente mediante la coordinaciéon de la interacciéon funcional del CD66 con el
CD18 para promover el desarrollo de la inmunidad basada en los neutréfilos durante la granulocitopoyesis. Estos
descubrimientos del presente documento proporcionan una justificacion molecular para disefiar un nuevo tratamiento
contra la neutropenia usando el Am80 como opcion de tratamiento rentable.

De acuerdo con esto, la invencion proporciona agonistas retinoides para su uso en el tratamiento de la neutropenia
en un sujeto mamifero que lo necesite. El método comprende proporcionar una composicién que comprende un
agonista retinoide y administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicién al sujeto a fin de tratar la
neutropenia en el sujeto. En algunas realizaciones, el agonista retinoide es uno cualquiera o mas de tamibaroteno
(AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinacion de los mismos. En una realizacion, el agonista retinoide es
tamibaroteno (AM80), o una sal del mismo.

La invencion proporciona adicionalmente agonistas retinoides para su uso en métodos para reducir la gravedad de la
neutropenia en un sujeto mamifero que lo necesite. EI método comprende proporcionar una composicion que
comprende un agonista retinoide y administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicién al sujeto a fin
de reducir la gravedad de la neutropenia en el sujeto. En algunas realizaciones, el agonista retinoide es uno
cualquiera o0 mas de tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinacién de los mismos. En una
realizacion, el agonista retinoide es tamibaroteno (AM80), o una sal del mismo.

La invencién proporciona también agonistas retinoides para su uso en métodos para inhibir la neutropenia en un
sujeto mamifero que lo necesite. El método comprende proporcionar una composicién que comprende un agonista
retinoide y administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicién al sujeto a fin de inhibir la
neutropenia en el sujeto. En algunas realizaciones, el agonista retinoide es uno cualquiera 0 mas de tamibaroteno
(AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinaciéon de los mismos. En una realizacion, el agonista retinoide es
tamibaroteno (AM80), o una sal del mismo.

Adicionalmente, la invencién proporciona agonistas retinoides para su uso en métodos para promover la profilaxis de
la neutropenia en un sujeto que lo necesite. El método comprende proporcionar una composicion que comprende un
agonista retinoide y administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion al sujeto a fin de promover
la profilaxis de la neutropenia en el sujeto. En algunas realizaciones, el agonista retinoide es uno cualquiera o mas
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de tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinaciéon de los mismos. En una realizacion, el
agonista retinoide es tamibaroteno (AM80), o una sal del mismo.

La invencién proporciona adicionalmente agonistas retinoides para su uso en un método para tratar, inhibir y/o
reducir la gravedad de la neutropenia inducida por la quimioterapia del cancer en un sujeto que lo necesite. El
método comprende proporcionar una composicion que comprende un agonista retinoide y administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de la composicion al sujeto a fin de tratar, inhibir y/o reducir la gravedad de la neutropenia
inducida por la quimioterapia del cancer. EI método comprende adicionalmente administrar un agente
quimioterapéutico. En una realizacion, el agente quimioterapéutico y la composicion que comprende un agonista
retinoide se administran simultdneamente. En otra realizacion, el agente quimioterapéutico y la composiciéon que
comprende un agonista retinoide se administran secuencialmente. En algunas realizaciones, el agonista retinoide es
uno cualquiera o mas de tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinaciéon de los mismos. En
una realizacion, el agonista retinoide es tamibaroteno (AM80), o una sal del mismo.

Ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen, si bien no se limitan a los mismos, actinomicina, alitretinoina,
acido retinoico todo trans, azacitidina, azatioprina, bevacizumab, bexatoteno, bleomicina, bortezomib, carboplatino,
capecitabina, cetuximab, cisplatino, clorambucil, ciclofosfamida, citarabina, daunorrubicina, docetaxel, doxifluridina,
doxorrubicina, epirrubicina, epotilona, erlotinib, etopdsido, fluorouracilo, gefitinib, gemcitabina, hidroxiurea,
idarrubicina, imatinib, ipilimumab, irinotecan, mecloretamina, melfalan, mercaptopurina, metotrexato, mitoxantrona,
ocrelizumab, ofatumumab, oxaliplatino, paclitaxel, panitumab, pemetrexed, rituximab, taflupdsido, tenipdsido,
tioguanina, topotecan, tretinoina, valrrubicina, vemurafenib, vinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina, vorinostat,
romidepsina, 5-fluorouracilo (5-FU), 6-mercaptopurina (6-MP), cladribina, clofarabina, floxuridina, fludarabina,
pentostatina, mitomicina, ixabepilona, estramustina, prednisona, metilprednisolona, dexametasona o una
combinacién de los mismos.

La divulgacion proporciona también un método para tratar, inhibir, reducir la gravedad de una infecciéon bacteriana
aguda y/o promover la profilaxis de la misma en un sujeto que lo necesite. El método comprende proporcionar una
composicidon que comprende un agonista retinoide, proporcionar una composicion que comprende un agente
terapéutico antibacteriano y administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de cada una de las composiciones al
sujeto para tratar, inhibir, reducir la gravedad de una infecciéon bacteriana aguda y/o promover la profilaxis de la
misma en el sujeto. En un aspecto de la divulgacién, la composicién que comprende el agonista retinoide y la
composicion que comprende el agente terapéutico antibacteriano se administran simultaneamente. En otro aspecto,
la composicion que comprende el agonista retinoide y la composicién que comprende el agente terapéutico
antibacteriano se administran secuencialmente. En algunos aspectos, el agonista retinoide es uno cualquiera o mas
de tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinacion de los mismos. En un aspecto, el agonista
retinoide es tamibaroteno (AM80), un analogo y/o una sal del mismo.

La invencion proporciona ademas métodos para tratar, inhibir, reducir la gravedad de la neutropenia congénita y/o
promover la profilaxis de la misma (que incluye, si bien no se limita a los mismos, el sindrome de Kostmann, la
neutropenia ciclica o el sindrome Chediak Higashi) en un sujeto mamifero que lo necesite. EI método comprende
proporcionar una composicion que comprende un agonista retinoide y administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de la composicién al sujeto para tratar, inhibir, reducir la gravedad de la neutropenia congénita y/o promover la
profilaxis de la misma en el sujeto. En algunas realizaciones, el agonista retinoide es uno cualquiera o mas de
tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinacién de los mismos. En una realizacion, el agonista
retinoide es tamibaroteno (AM80), un analogo y/o una sal del mismo.

En algunas realizaciones, los sujetos mamiferos que necesitan las composiciones descritas en el presente
documento son pacientes con una produccion reducida de leucocitos debida a, incluyendo pero no limitandose a los
mismos, una medicacion que afecta a la médula ésea (tal como farmacos contra el cancer, farmacos antipsicéticos,
farmacos anticonvulsionantes), trastornos hereditarios y/o congénitos que afectan a la médula ésea, un tratamiento
de radioterapia al que estan sometidos los pacientes, una deficiencia de vitamina B12, una deficiencia de acido félico
0 una combinacién de los mismos.

En realizaciones adicionales, los sujetos mamiferos que necesitan las composiciones descritas en el presente
documento son sujetos con leucocitos dafados, destruidos y/o con menores cantidades de leucocitos debido a,
incluyendo pero no limitandose a los mismos, infecciones bacterianas agudas, trastornos autoinmunitarios (tales
como lupus eritematoso sistémico), un uso de medicaciones de sulfonamida, o una combinacion de los mismos.

En realizaciones adicionales, los sujetos mamiferos que necesitan las composiciones descritas en el presente
documento son sujetos que padecen un secuestro y/o migracion de leucocitos (tales como neutroéfilos) debido a,
incluyendo pero no limitandose a los mismos, hemodidlisis, malaria, infecciones bacterianas o una combinacion de
los mismos.

En varias realizaciones, la composicion de la invencion que comprende un agonista retinoide puede ser administrada

simultdneamente o secuencialmente con otros agentes terapéuticos que incluyen, si bien no se limitan a los mismos,
agentes quimioterapéuticos y/o radioterapia. Los agentes quimioterapéuticos y/o la radioterapia reducen con
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frecuencia el numero de leucocitos dando lugar a una neutropenia. La administracion de la composiciéon de la
invencion simultdneamente o secuencialmente con agentes quimioterapéuticos y/o radioterapia puede inhibir y/o
reducir la gravedad de la neutropenia. En varias realizaciones, la composicion de la invencion que comprende un
agonista retinoide se administra antes, durante o después de la administraciéon de los agentes quimioterapéuticos y/o
la radioterapia. En algunas realizaciones, el agonista retinoide es uno cualquiera o mas de tamibaroteno (AM80),
CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinacion de los mismos. En una realizacion, el agonista retinoide es
tamibaroteno (AM80), o una sal del mismo.

Andlogamente, la composicion que comprende un agonista retinoide puede ser administrada simultdneamente o
secuencialmente con farmacos anticonvulsionantes y/o antipsicéticos para inhibir y/o reducir la gravedad de la
neutropenia resultante del uso de dichos farmacos. En varias realizaciones, la composicién de la invenciéon que
comprende un agonista retinoide se administra antes, durante o después de la administracion de los farmacos
anticonvulsionantes y/o antipsicoticos. En algunas realizaciones, el agonista retinoide es uno cualquiera o mas de
tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinacion de los mismos. En una realizacién, el agonista
retinoide es tamibaroteno (AM80), o una sal del mismo.

Adicionalmente, la composicion que comprende un agonista retinoide puede ser administrada simultaneamente o
secuencialmente con agentes terapéuticos usados para tratar infecciones bacterianas agudas, infecciones fungicas
y/o enfermedades autoinmunitarias para inhibir y/o reducir la gravedad de la neutropenia que puede ocurrir debido a
infecciones bacterianas y fungicas y/o enfermedades autoinmunitarias y/o debido a agentes terapéuticos que se
pueden usar para tratar infecciones bacterianas, infecciones fungicas y/o enfermedades autoinmunitarias. En varias
realizaciones, la composicién de la invencién que comprende un agonista retinoide se administra antes, durante o
después de la administraciéon de agentes terapéuticos usados para tratar infecciones bacterianas agudas,
infecciones fungicas y/o enfermedades autoinmunitarias. En algunas realizaciones, el agonista retinoide es uno
cualquiera o0 mas de tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinacion de los mismos. En una
realizacion, el agonista retinoide es tamibaroteno (AM80), o una sal del mismo.

En varias realizaciones, el agonista retinoide se administra por via intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, oral o
mediante inhalacién. En una realizacién, el agonista retinoide es tamibaroteno.

En varias realizaciones, la cantidad eficaz del agonista retinoide es una cualquiera o0 mas de aproximadamente 0,01
a 0,05 pg/kg/dia, 0,05-0,1 pg/kg/dia, 0,1 a 0,5 pg/kg/dia, 0,5 a 5 ug/kg/dia, 5 a 10 pg/kg/dia, 10 a 20 pg/kg/dia, 20 a
50 pg/kg/dia, 50 a 100 pg/kg/dia, 100 a 150 ug/kg/dia, 150 a 200 pg/kg/dia, 200 a 250 upg/kg/dia, 250 a
300 pg/kg/dia, 300 a 350 pg/kg/dia, 350 a 400 pg/kg/dia, 400 a 500 ug/kg/dia, 500 a 600 ug/kg/dia, 600 a
700 pg/kg/dia, 700 a 800 pg/kg/dia, 800 a 900 upg/kg/dia, 900 a 1000 ug/kg/dia, 0,01 a 0,05 mg/kg/dia, 0,05-
0,1 mg/kg/dia, 0,1 a 0,5 mg/kg/dia, 0,5 a 1 mg/kg/dia, 1 a 5 mg/kg/dia, 5 a 10 mg/kg/dia, 10 a 15 mg/kg/dia, 15 a
20 mg/kg/dia, 20 a 50 mg/kg/dia, 50 a 100 mg/kg/dia, 100 a 200 mg/kg/dia, 200 a 300 mg/kg/dia, 300 a
400 mg/kg/dia, 400 a 500 mg/kg/dia, 500 a 600 mg/kg/dia, 600 a 700 mg/kg/dia, 700 a 800 mg/kg/dia, 800 a
900 mg/kg/dia, 900 a 1000 mg/kg/dia o una combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, el agonista
retinoide es uno cualquiera o mas de tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinacion de los
mismos. En una realizacion, el agonista retinoide es tamibaroteno (AM80), o una sal del mismo. Las posologias
normales de una cantidad eficaz de un agonista retinoide pueden estar en los intervalos recomendados por el
fabricante, en los que se usan los compuestos terapéuticos conocidos, y también segun indique el experto en la
técnica por las respuestas in vitro o las respuestas en modelos animales. Tales posologias se pueden reducir
normalmente en aproximadamente un orden de magnitud de concentracion o cantidad sin perder actividad biolégica
relevante. La posologia real puede depender del criterio del médico, el estado del paciente, y la eficacia del método
terapéutico basado, por ejemplo, en el grado de respuesta in vitro de células cultivadas o muestras de tejido
histocultivado relevantes, tales como tumores malignos biopsiados, o las respuestas observadas en modelos
animales apropiados. En varias realizaciones, las composiciones de la invencion que comprenden el agonista
retinoide se pueden administrar una vez al dia (SID/QD), dos veces al dia (BID), tres veces al dia (TID), cuatro veces
al dia (QID) o mas, a fin de administrar una cantidad eficaz de agonista retinoide al sujeto, siendo la cantidad eficaz
una cualquiera o mas de las posologias descritas en el presente documento.

La divulgacion proporciona también métodos para identificar el agonista retinoide. EI método incluye poner en
contacto células CD34+ con una molécula de interés, seguidamente poner en contacto las células CD34+ y la
molécula de interés con un antigeno para estimular una respuesta inmunitaria y evaluar si el contacto entre las
células CD34+, la molécula de interés y el antigeno lleva a un aumento de secrecion de lactoferina, LL-37 o una
combinacién de los mismos. En un aspecto de la divulgacion, el aumento de secrecion de lactoferina, LL-37 o una
combinacién de los mismos es indicativo de que la molécula de interés es un agonista retinoide.

Ensayos que se pueden emplear para identificar compuestos que son agonistas retinoides incluyen, si bien no se
limitan a los mimos, ensayo de micromatrices, PCR cuantitativa, ensayo de transferencia Northern, ensayo de
transferencia Southern, ensayo de transferencia Western, ensayos inmunohistoquimicos, ensayos de union,
ensayos de retardo en gel o ensayos que usan sistemas de doble hibrido en levadura. Un experto en la técnica
puede emplear con facilidad numerosas técnicas conocidas en la técnica para determinar si un agente/una molécula
de interés particular es un agonista retinoide.
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En varias realizaciones, el sujeto se selecciona entre el grupo que consiste en humanos, primates no humanos,
monos, simios, perros, gatos, vacas, caballos, conejos, ratones y ratas.

Composiciones farmacéuticas

En varias realizaciones, la presente invencidn proporciona composiciones farmacéuticas que incluyen un excipiente
farmacéuticamente aceptable junto con una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista retinoide tal como
tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinacién de los mismos. La expresion "excipiente
farmacéuticamente aceptable" significa un excipiente que es util en la preparacion de una composicion farmacéutica
que es en general seguro, no téxico y deseable, e incluye excipientes que son aceptables para uso veterinario asi
como para uso farmacéutico humano. Tales excipientes pueden ser sdlidos, liquidos, semisdlidos o, en el caso de
una composicion de aerosol, gaseosos.

En varias realizaciones, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion se pueden formular para ser
administradas mediante cualquier via de administracion. La expresion "via de administracion" puede referirse a
cualquier forma de administracidon conocida en la técnica que incluye, si bien no se limita a los mismos, de aerosol,
nasal, oral, transmucosa, transdérmica, parenteral o enteral. El término "parenteral" se refiere a una via de
administracion que se asocia generalmente a la inyeccion, incluyendo la intraorbital, de infusién, intraarterial,
intracapsular, intracardiaca, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intrapulmonar, intraespinal, intraesternal,
intratecal, intrauterina, intravenosa, subaracnoidea, subcapsular, subcutanea, transmucosa, o transtraqueal. Para la
via parenteral, las composiciones pueden estar en forma de soluciones o suspensiones para infusién o para
inyeccion, o en forma de polvos liofilizados. Para la via parenteral, las composiciones pueden estar en forma de
soluciones o suspensiones para infusion o para inyeccion. Para la via enteral, las composiciones farmacéuticas
pueden estar en forma de comprimidos, capsulas de gel, comprimidos recubiertos de azucar, jarabes, suspensiones,
soluciones, polvos, granulos, emulsiones, microesferas o nanoesferas o vesiculas de lipido o vesiculas de polimero
que permiten una liberacién controlada.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién pueden contener también cualquier vehiculo
farmacéuticamente aceptable. La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a un material, composicién o portador farmacéuticamente aceptable que esta implicado en
llevar o transportar un compuesto de interés desde un tejido, 6rgano o porcion del cuerpo a otro tejido, 6rgano o
porciéon del cuerpo. Por ejemplo, el vehiculo puede ser una carga, un diluyente, un excipiente, un disolvente o un
material de encapsulacion soélido o liquido, o cualquier combinacion de los mismos. Cada componente del vehiculo
debe ser "farmacéuticamente aceptable” en el sentido de que debe ser compatible con los otros ingredientes de la
formulacion. También debe ser adecuado para su uso en contacto con cualquier tejido u érgano con el que pueda
entrar en contacto, lo que significa que no debe conllevar un riesgo de toxicidad, irritacion, respuesta alérgica,
inmunogenicidad o cualquier otra complicacion que supere en exceso los beneficios terapéuticos.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion también se pueden encapsular, comprimir o preparar
en forma de una emulsiéon o jarabe para administracion oral. Se pueden afiadir vehiculos farmacéuticamente
aceptables solidos o liquidos para mejorar o estabilizar la composicion, o para facilitar la preparacion de la
composicion. Los vehiculos liquidos incluyen jarabe, aceite de cacahuete, aceite de oliva, glicerina, solucién salina,
alcoholes y agua. Los vehiculos solidos incluyen almidén, lactosa, sulfato de calcio dihidrato, terra alba, estearato de
magnesio o acido estearico, talco, pectina, goma arabiga, agar o gelatina. El vehiculo puede incluir también un
material de liberacion sostenida tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo, solos o combinados
con una cera.

Las preparaciones farmacéuticas se preparan siguiendo las técnicas convencionales en farmacia que incluyen
molienda, mezcla, granulaciéon y compresion, cuando sea necesario, para formas de comprimido; o molienda,
mezcla y llenado para formas de capsula de gelatina dura. Cuando se usa un vehiculo liquido, la preparacion puede
estar en forma de un jarabe, elixir, emulsiéon o una suspensién acuosa o no acuosa. Tal formulacion liquida se puede
administrar directamente por via oral o bien se puede rellenar con ella una capsula de gelatina blanda.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencion se pueden administrar en una cantidad
terapéuticamente eficaz. La cantidad terapéuticamente eficaz exacta es la cantidad de la composicién que dara los
resultados mas efectivos en términos de eficacia del tratamiento en un sujeto dado. Esta cantidad variara
dependiendo de una serie de factores que incluyen, si bien no se limitan a los mismos, las caracteristicas del
compuesto terapéutico (incluyendo actividad, farmacocinética, farmacodinamica y biodisponibilidad), la condicién
fisiologica del sujeto (incluyendo edad, sexo, tipo y estadio de la enfermedad, estado fisico general, grado de
respuesta a una posologia dada, y tipo de medicacién), la naturaleza del vehiculo o vehiculos farmacéuticamente
aceptables de la formulacioén, y la via de administracion. Un experto en las técnicas clinica y farmacoldgica sera
capaz de determinar una cantidad terapéuticamente eficaz mediante experimentacion habitual, por ejemplo,
mediante el control de la respuesta del sujeto a la administracién de un compuesto y el correspondiente ajuste de la
posologia. Para una guia adicional, véase Remington: The Science and Practice of Pharmacy (Gennaro Ed. 20?2
edicion, Williams & Wilkins PA, EE.UU.) (2000).
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Kits de la divulgacién

La divulgacién proporciona también un kit para el tratamiento de la neutropenia, la inhibiciéon de la neutropenia, la
reduccion de la neutropenia o la promocién de la profilaxis de la neutropenia en un sujeto que lo necesite. El kit
comprende una composicion que comprende un agonista retinoide e instrucciones para el uso de la composicion
para tratar, inhibir y/o reducir la gravedad de la neutropenia, infecciones bacterianas agudas, la neutropenia inducida
por la quimioterapia del cancer y/o diversas formas de neutropenia congénita en sujetos que lo necesitan. En
algunos aspectos, el agonista retinoide es uno cualquiera o mas de tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (ITYA-01115)
0 una combinacioén de los mismos. En un aspecto de la divulgacion, el agonista retinoide es tamibaroteno (AM80).

El kit es una coleccién de materiales o componentes que incluyen al menos una de las composiciones de la
invencién. Asi pues, en algunos aspectos el kit contiene una composicion que incluye un agonista retinoide tal como
uno cualquiera o mas de los siguientes: tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (ITYA-01115) o una combinacién de los
mismos, tal como se ha descrito anteriormente.

La naturaleza exacta de los componentes configurados en el kit de la invencién depende del fin previsto. En un
aspecto, el kit se configura particularmente para sujetos humanos. En aspectos adicionales, el kit se configura
particularmente para aplicaciones veterinarias, para tratar sujetos que incluyen, si bien no se limitan a los mismos,
animales de granja, animales domésticos y animales de laboratorio.

En el kit se deben incluir las instrucciones para su uso. La expresidon "instrucciones para su uso" incluye
normalmente una expresion tangible que describe la técnica que se ha de emplear en el uso de los componentes del
kit para obtener un resultado deseado, tal como para tratar, reducir la gravedad de la neutropenia o para inhibir o
prevenir la neutropenia en un sujeto. Opcionalmente, el kit contiene también otros componentes utiles, tales como
instrumentos de medida, diluyentes, tampones, vehiculos farmacéuticamente aceptables, jeringas y otros elementos
utiles facilmente reconocibles por los expertos en la técnica.

Los materiales o componentes recogidos en el kit se pueden proporcionar al médico almacenados en cualquier
forma conveniente y adecuada para conservar su funcionalidad y utilidad. Por ejemplo, los componentes pueden
estar en forma disuelta, deshidratada o liofilizada; se pueden proporcionar a temperatura ambiente, refrigerados o
congelados. Los componentes estan contenidos normalmente en un material o materiales de envasado adecuados.
Tal como se usa en el presente documento, la expresion "material de envasado” se refiere a una o mas estructuras
fisicas usadas para albergar el contenido del kit, tal como las composiciones de la invencion y similares. El material
de envasado se fabrica mediante métodos bien conocidos, preferentemente para proporcionar un entorno estéril y
sin contaminantes. Tal como se usa en el presente documento, el término "envase" se refiere a una matriz o material
sélido adecuado tal como vidrio, plastico, papel, papel de aluminio y similares, capaz de contener los componentes
individuales del kit. Asi, por ejemplo, un envase puede ser una botella usada para contener cantidades adecuadas
de una composicion de la invencidon que contiene un agonista retinoide tal como uno cualquiera o mas de los
siguientes: tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinacion de los mismos. El material de
envasado tiene generalmente una etiqueta externa que indica el contenido y/o el fin del kit y/o de sus componentes.

Ejemplos
Ejemplo 1
Células y cultivo celular

Las células CD34+ de sangre de cordon umbilical humano primitivas normales eran de AllCells (Emeryville, CA). Las
células CD34+ se expandieron®® aproximadamente 50 veces usando un medio sin suero StemSpan (StemCell
Technologies, Vancouver, Canada) durante 6 dias de acuerdo con el protocolo del fabricante. Para inducir la
granulocitopoyesis, se cultivaron las células CD34+ con medio mieloide complementado con 25 ng/ml de G-CSF'7:2°
durante 6-12 dias. Las células linfoides y eritroides se bloquearon durante la granulocitopoyesis mediante adicion de
hidrocotrisona y la exclusion de eritropoyetina.'”2° El &cido retinoico (RA) todo trans era de Sigma (San Luis, MO),
mientras que los agonistas retinoides Am80, CH55, y ITYA-01115 (ITYA) eran de Research Foundation ITSUU
Laboratory (Tokio, Japon). Cada compuesto retinoide se disolvio en etanol. En los estudios se aplicaron las
condiciones determinadas experimentalmente, usando 25 ng/ml de G-CSF'"2° o0 Am80 2,5 nM para la induccién
granulocitica durante 6 dias (Figura 1).

PBN humanos

Se extrajo sangre venosa periférica de voluntarios sanos de acuerdo con un protocolo aprobado por el Comité de
investigaciones clinicas del Hospital de Nifios de Los Angeles/Facultad de Medicina de Keck de la Universidad del
Sur de California (CHLA/USC). Cada muestra de 20 ml de sangre se recogié en tubos de coagulacién Vacutainer
(BD Biosciences, San José, CA) y se diluy6 con 1 volumen de HBSS a temperatura ambiente. La sangre diluida se
cargd en 10 ml de Ficoll-paque Premium (GE Healthcare, Piscataway, NJ) y se centrifugdé a 400 x g durante 40 min.
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La capa de eritrocitos-PBN se mezclo después con 15 ml de dextrano T500 (Sigma) al 3 % para su sedimentacion
durante 2 h a temperatura ambiente. Los eritrocitos se eliminaron mediante lisis hipoténica con agua estéril durante
18 s y la capa rica en PBN se recogi¢ después mediante centrifugacion. La pureza de los PBN recogidos era > 95 %,
medida mediante andlisis morfoldgico con tincion de Wright-Giemsa. Los PBN recién purificados se usaron en los
ensayos inmediatamente después de finalizar el aislamiento de los PBN.

Proliferacion celular y muerte celular

La proliferacion celular se determind mediante recuento celular con un hemocitdmetro convencional, tal como se ha
descrito.'”2° Brevemente, se contd por triplicado un numero igual de células sembradas en placas durante un
periodo de hasta 13 dias, una vez transcurridas 72 h desde la siembra. Usando la exclusién de azul de triptano, se
midieron simultaneamente en los cultivos la proliferacion celular y la muerte celular asociada a la misma.

Analisis morfologico de la diferenciacion granulocitica

Las suspensiones de células se sometieron a citocentrifugacion en portaobjetos Micro, seguida de fijacion con
metanol y tincion de Wright-Giemsa (Sigma) tal como se ha descrito.'”?° Los indicadores morfoldgicos de la
diferenciacion se evaluaron en un microscopio Zeiss Axioplan, y las imagenes se sometieron a un balance de color
con Adobe Photoshop tal como se ha descrito.!”

Microscopia electrénica de transmision

El estudio ultraestructural de los neutrdfilos y de la infeccion bacteriana fue efectuado por los miembros del
Laboratorio de Microscopia Electrénica, Departamento de Patologia y Medicina de Laboratorio, CHLA/USC. Los
procedimientos se detallan a continuacion.

Transferencia de Western

La transferencia de Western (WB) se realizé tal como se ha descrito.’® Se usaron en el analisis anticuerpos para
lactoferrina (Abcam, Cambridge, GB), MMP-9 (Merck Chemicals, Darmstadt, Alemania), y LL-37 (Biolegend, San
Diego, CA).

Ensayos de desgranulacion

Se incubaron las células con o sin E. coli DH5a (MOI de 5; proporcién entre células y bacterias de 1:5) en medio
DMEM sin suero durante 30 min a 37 °C. Se recogieron los sedimentos celulares y los sobrenadantes mediante
centrifugacién a 3000 r.p.m. durante 7 min. Los sedimentos celulares se suspendieron en 100 pg/ml de gentamicina
y se incubaron a 37 °C durante 1 h, seguido de la cosecha de las células y la extraccién de las proteinas celulares.
El sobrenadante se filtr6 con un filtro de 0,22 uym (Pall corporation, Ann Arbor, Ml) y las proteinas del sobrenadante
se concentraron después usando una unidad de filtracion centrifuga Amicon Ultra-4 disefiada para recoger proteinas
con una masa superior a 3000 daltons (Millipore, Billerica, MA). Se midi6 la cantidad de proteinas usando un ensayo
de proteinas Bio-Rad DC (Hercules, CA).2° EI cambio de niveles de las proteinas granulares con o sin estimulo de E.
coli se analizé en paralelo mediante WB.

Ensayos de fagocitosis y destruccion bacteriana

Se suspendieron de 5 x 10% a 2 x 10° de PBN recién purificados asi como GIN y AIN inducidos ex-vivo con 500 pl de
medio de cultivo (DMEM con un 10 % de FBS) en tubos de 1,5 ml. Las células se incubaron con Escherichia coli (E.
coli) DH5a en fase exponencial (proporcionada por un colaborador) o Staphylococcus aureus (S. aureus; ATCC) a
una MOl de 5 0 10 a 37 °C durante 15, 30 y/o 60 min, mientras que se usaron bacterias en ausencia de células para
determinar el crecimiento. Las muestras con o sin células se centrifugaron a 1000 r.p.m. en cada punto de tiempo.
Se recogieron las bacterias extracelulares en presencia de células a partir de los sobrenadantes, y se contaron
sembrando en placa diferentes diluciones (20 pl cada una) sobre agar sangre. Los sedimentos celulares recogidos a
partir de las muestras infectadas con bacterias se incubaron adicionalmente con 100 pg/ml de gentamicina (Sigma)
durante 1 h a 37 °C para destruir las bacterias externas. Las células se lavaron después dos veces y se lisaron con
100 pl de Triton X-100 al 0,5 %. Alicuotas con diferentes diluciones (20 pl para cada una) de bacterias intracelulares
viables recuperadas de los lisados celulares se sembraron en placa sobre agar sangre. Se determiné el numero de
bacterias extracelulares e intracelulares viables en cada punto de tiempo mediante recuento de las UFC tal como se
ha descrito,?>3% mientras que el niumero de bacterias fagocitadas y destruidas se baso en los recuentos de bacterias
extracelulares e intracelulares viables con respecto al numero de bacterias de control relevantes en la condicién de
ausencia de neutrofilos.530

Separacién magnética de neutréfilos D15+

Se mezclaron células suspendidas en PBS que contenia un 0,5 % de BSA y EDTA 2 nM con anticuerpos anti-CD15
conjugados a microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Alemania) para su incubacién durante
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30 min a 4 °C. La subpoblacién de CD15+ se purificé después usando un clasificador magnetico (Miltenyi Biotec,
Bergish Gladbach, Alemania) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Andlisis estadistico

La estadistica descriptiva, que incluia medias, desviaciones tipicas y rangos, se computerizé cuando fue necesario y
se analizd6 mediante una prueba t de Student bilateral para muestras independientes. Los valores p de 0,05 o
inferiores se consideraron estadisticamente significativos.

Destruccién bacteriana in situ

Se incubaron las células con E. coli o S. aureus durante 15 min y/o 60 min, y se recogieron después las células
mediante centrifugacion a 1000 r.p.m. durante 5 min. Los sedimentos celulares se suspendieron con 100 pg/ml de
gentamicina y se incubaron a 37 °C durante 1 h. Después de lavar tres veces, las células se permeabilizaron con
solucion Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) a 4 °C durante 20 min. Las células se lavaron de nuevo y se
resuspendieron en PBS para marcar las bacterias intracelulares vivas y muertas, usando el kit de viabilidad
LIVE/DEAD BaclLight (Life Technologies, Grand Island, NY) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las células
se centrifugaron sobre microportaobjetos y se examinaron en un microscopio confocal con lineas de 488 y 564 nm
de laser de kriptéon/argén. Las bacterias vivas tefiidas con tincion fluorescente SYTO9 con membranas intactas
aparecian verdes, mientras que las bacterias muertas con membranas dafiadas se tifieron de rojo con tincion
fluorescente de yoduro de propidio (PI).

Deteccion por inmunofluorescencia de la infeccion bacteriana

Se incubaron GIN, AIN y PBN con E. coli o S. aureus a una MOI de 10 a 37 °C durante 15 min y 60 min. Las células
se fijaron con un 2 % de paraformaldehido a temperatura ambiente durante 20 min, seguido del bloqueo con PBS
que contenia suero de cabra normal al 5 % durante 30 min. Para bloquear los antigenos OmpA de las bacterias
retenidas sobre la superficie celular tras la infeccién, las células se incubaron primero con anticuerpo anti-OmpA
durante 1 h a temperatura ambiente, seguido de la incubacién con anticuerpo IgG anticonejo conjugado con HRP a
temperatura ambiente durante 30 min a fin de bloquear los sitios de los anticuerpos primarios externos. Después de
lavar profusamente, las células se permeabilizaron con solucion de permeabilizacion (BD Biosciences) durante
20 min y después se incubaron con anticuerpo anti-OmpA para marcar las bacterias intracelulares a temperatura
ambiente durante 1 h. Tras la incubacién de las células con anticuerpo IgG cabra anticonejo conjugado con FITC
durante 30 min, las células se centrifugaron después sobre portaobjetos Micro, y se montaron con solucién de
fijacién Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Se obtuvieron imagenes de las bacterias tefiidas con
FITC con un microscopio confocal.

Analisis mediante citometria de flujo

Los anticuerpos CD66-PE anti-humano (que reconocen las subunidades CD66a, CD66¢c, CD66d, y CD66¢e), CD11b-
APC, CD18-FITC, y CD66b-PE asi como sus isotipos correspondientes era de BD Biosciences. EI CD66a-PE
antihumano y su isotipo correspondiente eran de R&D systems (Minneapolis, MN). Los datos fueron adquiridos y
analizados con un software FlowJo (version 7.6.5; Tree star, Ashland, OR).

Ejemplo 2
El Am80 promueve la diferenciacion de los neutréfilos mas eficazmente que el G-CSF

El Am80, el CH55, y el ITYA son un grupo de agonistas retinoides que fueron sintetizados mediante la introduccion
de heteroatomos en estructuras de tipo RA (Figura 5). Puesto que todos estos agonistas poseen potentes
actividades retinoides, las eficacias de estos compuestos se compararon con las del GCSF y el RA en la induccién
de la granulocitopoyesis en células CD34+, usando la metodologia establecida de los presentes autores.'”?° Los
inventores demostraron que el G-CSF era menos eficaz que el RA en la induccién de la diferenciacién morfolégica
de las células CD34+ a granulocitos, acompafiada de una mayor inducciéon de monocitos (Figuras 6A). Sin embargo,
el G-CSF inducia una mayor proliferacién celular y una menor tasa de muerte celular en comparacion con el RA
(Figura 6B). De los otros agonistas retinoides, el Am80 (10 nM) y el CH55 (5 nM) promovieron > 75 % de la
diferenciacion granulocitica el dia 13, al contrario que el ITYA (5 nM) que produjo > 60 % de los monocitos (Figura
6C). Si bien tanto el Am80 como el CH55 inhibian la proliferacién celular (Figura 6D) al igual que el RA (Figura 6B),
la tasa de muerte celular asociada al tratamiento con Am80 era inferior que la observada con el CH55 o con el RA
(Figura 6B, 6D). En conjunto, estos datos muestran que el G-CSF es significativamente menos eficaz como inductor
de la diferenciacion granulocitica que el RA, el CH55, y el Am80, mientras que el ITYA indujo principalmente la
diferenciacion de monocitos. Aunque el Am80, el RA y el CH55 promueven la diferenciacion granulocitica con una
eficacia similar, el Am80 induce una menor tasa de muerte celular.

Debido a que un menor nivel de diferenciacion de las células CD34+ a granulocitos inducida por el G-CSF el dia 12
se asociaba a un nivel mayor de induccion de monocitos, el G-CSF puede inducir una diferenciacion granulocitica
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mas eficazmente en un corto periodo de tiempo. Por tanto, las células CD34+ se trataron con G-CSF durante 6, 9y
12 dias. Mediante analisis de la diferenciacion morfolégica de esas células, los inventores descubrieron una
diferenciacion granulocitica mas eficaz con la menor tasa de inducciéon de monocitos el dia 6, en comparacién con el
dia 9 o el dia 12 (Figura 1A). Usando estas condiciones de induccién optima del dia 6, el G-CSF y el Am80 se
compararon para determinar su capacidad para inducir la diferenciacién granulocitica de células CD34+. Debido a
que el Am80 10 nM inducia mas muertes celulares (Figura 6C), se sustituyé por un Am80 de menor concentracion
(2,5nM o 5nM) en los ensayos. Los resultados mostraron que el Am80 2,5 nM no solo inducia considerablemente
una diferenciacion granulocitica con una induccién de monocitos despreciable (Figura 1B), sino que también
producia menos toxicidad que el Am80 5 nM (Figura 1C). Por consiguiente, estos resultados indican que el periodo
de induccién o6ptima de 6 dias para el G-CSF también es adecuado para el Am80 (2,5 nM), lo que llevd a los
presentes autores a aplicar tal tiempo de exposicién al farmaco y tal dosis de farmaco durante el resto del estudio.

Se analizé la diferenciacion de los neutrdfilos de células CD34+ en las etapas de promielocito, mielocito,
metamielocito y neutréfilo en banda hasta la fase de neutréfilo maduro segmentado Las células CD34+ se trataron
con G-CSF o Am80 durante 6 dias. El analisis morfoldgico de los granulocitos mostraba que el desarrollo secuencial
de los neutrdfilos era inducido suficientemente por el Am80. Por el contrario, el G-CSF inducia mas mielobalstos asi
como promielocitos y mielocitos que neutréfilos en banda y segmentados (Figura 1D). Ademas, el G-CSF inducia
monocitos de forma consistente (aproximadamente un 10 %; Figura 1A, 1D). Estos resultados demuestran que el
Am80 es mas eficaz que el G-CSF en la induccién de la diferenciacién morfolégica de los neutréfilos, con una tasa
similar de toxicidad celular.

Los AIN son mas eficaces que los GIN en cuanto a producir y segregar granulos.

Durante la diferenciacion de los neutrdfilos, se producen poblaciones heterogéneas de proteinas granulares de
forma secuencial y se almacenan en el citoplasma para una defensa de primera linea frente a diferentes
patdgenos.323% Los inventores investigaron si la maduracion de neutrofilos potenciada por el Am80 esta asociada a
un aumento de la produccion de granulos. Los neutréfilos inducidos durante 6 dias en células CD34+ por el G-CSF y
el Am80 se analizaron mediante microscopia electrénica de transmisién. Las imagenes ultraestructurales mostraban
que, en el nivel de neutréfilos segmentados, los GIN poseian un numero variable de vesiculas que contenian con
frecuencia material menos denso y amorfo, junto con unos pocos granulos primarios y secundarios. Por el contrario,
las vesiculas encontradas en los AIN estaban frecuentemente llenas de material denso o de material amorfo y
denso. En comparacion con los GIN, los AIN contenian mayor nimero de granulos primarios y secundarios, tal como
se observa en los PBN. Asi pues, estos datos indican diferencias marcadas en la formacién de vesiculas y la
produccién de granulos entre los GIN y los AIN.

Los inventores verificaron si la diferenciacion granulocitica inducida por el Am80 estaba asociada efectivamente a
una produccion suficiente de granulos, y ensayaron la capacidad de desgranulacion de los AIN en respuesta a
estimulos bacterianos. Las células CD34+ se trataron con G-CSF o Am80 durante 6 dias. Los GIN y AIN resultantes
se incubaron después con o sin estimulo de E. coli durante 30 min, seguido de la extraccidon de proteinas de las
células lisadas y de los sobrenadantes. Los analisis de WB de la produccion y secrecion de granulos mostraban que
lactoferrina, un granulo secundario que tiene una potente actividad antimicrobiana de amplio espectro,343% se
almacenaba en los AIN y se segregaba al medio en cantidades suficientes en respuesta al estimulo bacteriano. Por
el contrario, aunque el nivel de lactoferrina aumentaba con el estimulo bacteriano en los GIN, la eficacia de la
secrecion de lactoferrina por los GIN era mucho menor que la observada con los AIN (Figura 2A). Andlogamente, se
observo un nivel elevado del granulo secundario LL-37 en los AIN, y tras el estimulo bacteriano, los granulos LL-37
eran liberados eficazmente en el medio. Los GIN, por otro lado, mostraban tanto una ausencia de produccién como
de desgranulacion de LL-37 (Figura 2B). Asi pues, tanto lactoferrina como el LL-37 eran producidos y segregados
eficazmente por los AIN pero no por los GIN.

Incluso en ausencia de E. coli, los GIN segregaban MMP-9 (granulos terciarios) al medio, y esta secrecion era
inhibida por el estimulo bacteriano (Figura 2C). Por otro lado, si bien la E. coli potenciaba la expresiéon de MMP-9 en
los AIN, el estimulo bacteriano no logré inducir a los AIN a segregar MMP-9 (Figura 2C). Estas observaciones
indican posibles defectos en la induccién o la desgranulacién de MMP-9 (o ambos) en GIN y AIN inducidos ex vivo.

Los AIN poseen actividades fagociticas y bactericidas significativamente mas elevadas que los GIN.

Los estudios anteriores muestran que el Am80 es mas eficaz que el G-CSF en promocionar tanto la diferenciacion
morfoldgica de los granulocitos como la produccién/segregacion de los granulos (Figuras 1, 2). Los inventores
determinaron si este mayor grado de diferenciacion de los neutréfilos inducido por el Am80 se traduce en una mayor
inmunidad basada en los neutrdfilos frente a una infeccion bacteriana. Debido a que el Am80 induce mas neutrdfilos
en banda y segmentados que el G-CSF (Figura 1), se ensayo si los neutrdfilos en banda y segmentados separados
de los GIN y los AIN poseian actividades bactericidas similares. Puesto que los neutréfilos son células CD15+,¢ los
GIN y los AIN se purificaron usando anticuerpos anti-CD15 conjugados a microesferas magnéticas. Tras la
purificacion, la proporcién de neutréfilos en banda/segmentados en GIN no separados habia aumentado de un 21 %
a un 63 % en GIN separados, similar a los descubrimientos en AIN separados (Figura 3B). Ademas, la fraccion de
monocitos residuales en GIN separados era solo de aproximadamente un 1 % (Figura 3A). Estos GIN y AIN no
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separados y separados se ensayaron después para determinar su capacidad para destruir E. coli en fase
exponencial, junto con PNB recién aislados/purificados que consistian en > 95 % de neutrofilos segmentados (Figura
3B). Cabe destacar que los recuentos de UFC indicaban que solamente se recuperaron unas pocas bacterias
viables de los compartimentos celulares de PBN y AIN no separados en comparacion con GIN no separados (Figura
3C). Al igual que con los GIN no separados, los GIN separados eran también significativamente menos capaces de
destruir bacterias que los AIN separados (Figura 3D). La eliminacion potenciada de bacterias en los AIN fue
confirmada in situ marcando E. coli usando anticuerpos anti-OmpA que reconocen especificamente la membrana
externa de E. coli. Estos resultados indican que los niveles de diferenciacion granulocitica procedente de la
granulocitopoyesis inducida por el Am80 son esenciales para una inmunidad basada en los neutréfilos eficaz frente a
una infeccién bacteriana. Esta observacién es respaldada por los datos de que los GIN con morfologia de neutréfilo
segmentado presentan todavia un menor nivel de moléculas de tipo granulo y contienen un mayor ndmero de
vesiculas amorfas menos densas.

La inmunidad innata frente a infecciones bacterianas se desarrolla durante la diferenciacion de los neutréfilos. Para
comparar esta funcion entre los AIN y los GIN, las células CD34+ se trataron con G-CSF o Am80 durante 6 dias,
seguido de andlisis de fagocitosis y destruccion bacteriana. Usando la metodologia descrita previamente,3':37 los
GIN, los AIN y los PBN se incubaron con E. coli en fase exponencial a un MOI de 5 durante 15 o 60 min, o usando
E. coli en ausencia de neutrofilos para controlar el crecimiento bacteriano. Tanto las bacterias extracelulares como
las intracelulares viables recuperadas se cuantificaron mediante recuento de las UFC en muestras en las que los
neutrofilos estaban expuestos a las bacterias. Los numeros de bacterias fagocitadas y destruidas se calcularon
después mediante sustraccion de las bacterias extracelulares solamente o de las bacterias extracelulares e
intracelulares, respectivamente, del nimero de bacterias en la condicién de ausencia de neutrdfilos. Las bacterias
extracelulares se redujeron significativamente tanto en las muestras de PBN como de AIN (Figura 4A, 4B). Los PBN
destruian rapidamente las bacterias en 15 min, mientras que a los 60 min s6lo quedaban unas pocas bacterias
intracelulares viables en las muestras de PBN o en las de AIN (Figura 4C). Por el contrario, los GIN mostraban
sustancialmente una destruccion deficiente de bacterias intracelulares a los 60 min de la infeccién, conservaban un
mayor nivel de bacterias extracelulares, y eran deficientes en cuanto a la destruccion bacteriana (Figuras 4A-D).
Para confirmar que los AIN poseen mayor actividad bactericida que los GIN, se examiné la destruccién bacteriana in
situ, usando microscopia confocal tanto de bacterias viables marcadas con tincion fluorescente SYTO9 como de
bacterias destruidas marcadas con tincion fluorescente de yoduro de propidio (PI). Los resultados demuestran que
se conservaban significativamente mas E. coli supervivientes en las muestras de GIN, en las que los presentes
autores encontraron muchas menos bacterias muertas en contraste con las observaciones en muestras de AIN o
PBN. La cuantificacion tanto de bacterias extracelulares tras la infeccién como de bacterias muertas in situ confirmoé
que tanto los AIN como los PBN poseian mayores actividades bactericidas que los GIN (Figura 4E). Asimismo, las
imagenes ultraestructurales de la infeccién de E. coli mediante microscopia electrénica mostraban que numerosas
bacterias intactas/supervivientes se conservaban en los GIN que contenian vesiculas menos densas; mientras que,
analogamente a los PBN, se identificaron solamente unas pocas bacterias intactas/supervivientes en los AIN cuyos
citoplasmas contenian vesiculas densas junto con algunos granulos de tipo primario y secundario. Teniendo en
cuenta todo ello, estos datos sugieren que la diferenciacion granulocitica inducida por el Am80 esta asociada a una
mejora de la inmunidad innata basada en los neutrdfilos frente a una infeccion bacteriana.

Ejemplo 3
El Am80 induce una recuperacion de neutréfilos competitiva en comparacion con el G-CSF.

Se dividieron aleatoriamente treinta ratones C57BL6/J en seis grupos para los experimentos. El disefio experimental
para el analisis de la recuperacion de neutréfilos usando diferentes dosis de Am80 y G-CSF se ilustra en la Figura
7A. Se administré una unica dosis de inyeccion intraperitoneal de ciclofosfamida (CPA) de 200 mg/kg el dia O para
inducir la neutropenia. Se administré Am80 o G-CSF o vehiculo 4 h después de la inyeccidon de CPA durante 3 dias
consecutivos. La neutropenia de ratén se indujo 48-60 h después de la inyeccion de CPA. El experimento se realizé
el dia 3. Se extrajo sangre periférica (PB) de ratones de control sacrificados el dia 3 y los neutréfilos de PB se
purificaron usando Ficoll-paque (1,084). La mayoria de los neutréfilos se identificaron en el nivel mas bajo del Ficoll
paque, tal como refleja el analisis de la morfologia de los granulocitos (Figura 7B). El analisis de recuperacion de
leucocitos (WBC) y neutréfilos en ratones neutropénicos tratados con diferentes dosis de Am80 o G-CSF el dia 3 se
muestra en la Figura 7C. El AM80 de 5 mg/kg mostraba una recuperacién de neutréfilos competitiva en el nivel méas
bajo del Ficoll paque, en comparacién con el G-CSF de 250 ug.

Ejemplo 4

Los neutrofilos movilizados por el Am80 en ratones neutropénicos muestran mayor actividad bactericida que los
movilizados por el G-CSF.

Los presentes autores descubrieron que se producia una fuerte reduccién tanto de los WBC como de los neutrdfilos
en todos los ratones experimentales 3 dias después de la inyeccion de CPA, en comparaciéon con los ratones de
control (Figura 8A). Rapidamente después de esto, el dia 5 con una inyeccion de G-CSF o Am80 o vehiculo durante
2 dias consecutivos, el G-CSF indujo una recuperacion de neutréfilos notablemente acelerada en comparacion con
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el Am80, mientras que los recuentos de neutrofilos en el grupo de vehiculo también volvieron practicamente al valor
de control (Figura 8A-B). Estos neutrdfilos se purificaron a partir de PB de diferentes grupos de ratones (20 ratones
en total), tal como presenta una muestra de GIN, y se usaron para analizar actividades bactericidas frente a una
infeccion in vitro de S. aureus. Los presentes autores descubrieron (Figura 8C) que las bacterias extracelulares
fueron eliminadas significativamente por los MPBN, los AIN, o los GIN con respecto a los neutréfilos aislados de C-
MPBN tratados con vehiculo, mientras que los AIN eran notablemente mas eficaces en la eliminacion de bacterias
que los GIN y los C-MPBN. De forma analoga a los MPBN, los AIN fagocitaron y destruyeron significativamente mas
bacterias que los GIN o los C-MPBN. Debido a que la recuperacion acelerada de neutrofilos cesé el dia 7 (Figura
8D), los presentes autores purificaron neutréfilos a partir de PB de diferentes ratones el dia 9 (Figura 8E) para
comparar sus actividades bactericidas una vez cesada la recuperacién acelerada de neutréfilos. Los resultados
mostraban que tanto los MPBN como los AIN seguian mostrando una actividad bactericida significativamente mayor
que los C-MPBN, mientras que no habia diferencia en la fagocitosis o en la destruccion bacteriana entre los GIN y
los C-MPBN (Figura 8F). Estos hallazgos demuestran que, analogamente a los MPBN, los neutréfilos movilizados
por el Am80 en ratones neutropénicos son significativamente mas eficaces frente a una infeccion de S. aureus que
los movilizados por el G-CSF, incluso si el G-CSF puede inducir considerablemente mas neutréfilos que el Am80 en
una etapa temprana de recuperacion de los neutréfilos. Asimismo, si bien los recuentos de C-MPBN alcanzaron un
nivel significativamente mayor que los valores de control en una etapa posterior de recuperacion de los neutrdfilos,
las actividades bactericidas de los C-MPBN seguian siendo significativamente menores que las de los MPBN o los
AIN.

Usando un modelo de ratdén neutropénico inducido por una Unica dosis de CPA, tal como se ha descrito,3"%2 los
inventores ensayaron si los neutrofilos movilizados in vivo por el Am80 poseian efectivamente la misma mayor
inmunidad basada en los neutréfilos frente a una infeccion bacteriana en comparacion con los movilizados por el G-
CSF, tal como se observo en el modelo ex vivo (Fig. 8A-F). Se dividieron aleatoriamente veinte ratones C57BL6/J en
cuatro grupos para los experimentos in vivo. La CPA se administré en una cantidad de 200 mg/kg el dia 0. El G-
CSF, 250 ug/Kg o el Am80, 5 mg/Kg, se administraron los dias 0, 1 y 2. Al cabo de 16 h desde la inoculacion
intraperitoneal de 3 x 107 S. aureus en fase de crecimiento logaritmico, se analizaron los neutrdfilos purificados para
determinar sus actividades bactericidas mediante determinacion del nimero de bacterias extracelulares viables en la
cavidad peritoneal (Figura 8G-i) y PB ((Figura 8G-ii). Se efectud el recuento de bacterias viables en 3 ml de liquido
peritoneal lavado con PBS asi como con un estimado de 1,5 ml de plasma sanguineo total. Valor P de bacterias
viables en la cavidad peritoneal: Am80 frente a G-CSF, P < 2,4E-8; control frente a G-CSF, P < 4,7E-9; vehiculo
frente a G-CSF, P < 8,3E-3; Am80 frente al vehiculo, P < 3,1E-9; Am80 frente al control, P < 0,038. La Figura 8A-iii
muestra las bacterias extracelulares viables totales de las Figuras 8G-i y 8G-ii. Am80 frente a G-CSF, P < 1,9E-6;
control frente a G-CSF, P < 9,4E-9; vehiculo frente a G-CSF, P < 6,5E-4; Am80 frente al vehiculo, P < 6,8E-7; control
frente a Am80, P < 3,8E-5. La Figura 8G-iv muestra los cambios en veces de las bacterias viables de la Figura 8G-iii.
Las bacterias viables del grupo de control se usan como patron de 1 vez.

Usando un modelo de ratdén neutropénico inducido por una Unica dosis de CPA, tal como se ha descrito,3"%2 los
inventores ensayaron si los neutréfilos movilizados in vivo por el Am80 poseian efectivamente la misma mayor
inmunidad basada en los neutréfilos frente a una infeccion bacteriana en comparacion con los movilizados por el G-
CSF, tal como se observé en el modelo in vivo (Fig. 8A). Los presentes autores descubrieron que se producian una
fuerte reduccion tanto de los WBC como de los neutréfilos en todos los ratones experimentales 3 dias después de la
inyeccion de CPA, en comparacion con los ratones de control (Figura 8B). Rapidamente después de esto, el dia 5
con una inyeccion G-CSF o Am80 o vehiculo durante 2 dias consecutivos, el G-CSF indujo una recuperacion de
neutrofilos notablemente acelerada en comparacion con el Am80, mientras que los recuentos de neutrofilos en el
grupo de vehiculo también volvian practicamente al valor de control (Figura 8B-C). Estos neutréfilos se purificaron a
partir de PB de diferentes ratones, tal como presenta una muestra de GIN, y se usaron para analizar actividades
bactericidas frente a una infeccion in vitro de S. aureus. Los presentes autores descubrieron (Figura 8D) que las
bacterias extracelulares fueron eliminadas significativamente por los MPBN, los AIN, o los GIN con respecto a los
neutréfilos aislados de C-MPBN tratados con vehiculo, mientras que los AIN eran notablemente mas eficaces en la
eliminacion de bacterias que los GIN y los C-MPBN. De forma analoga a los MPBN, los AIN fagocitaron y
destruyeron significativamente mas bacterias que los GIN o los C-MPBN. Debido a que la recuperacién acelerada de
neutrofilos ceso el dia 7 (Figura 8E), los presentes autores purificaron neutréfilos a partir de PB de diferentes ratones
el dia 9 (Figura 8F) para comparar sus actividades bactericidas una vez cesada la recuperacién acelerada de
neutrofilos. Los resultados mostraban que tanto los MPBN como los AIN seguian mostrando una actividad
bactericida significativamente mayor que los C-MPBN, mientras que no habia diferencia en la fagocitosis o en la
destruccion bacteriana entre los GIN y los C-MPBN (Figura 8G). Estos hallazgos demuestran que, analogamente a
los MPBN, los neutréfilos movilizados por el Am80 en ratones neutropénicos son significativamente mas eficaces
frente a una infeccidon de S. aureus que los movilizados por el G-CSF, incluso si el G-CSF puede inducir
considerablemente mas neutréfilos que el Am80 en una etapa temprana de recuperacién de los neutréfilos.
Asimismo, si bien los recuentos de C-MPBN alcanzaron un nivel significativamente mayor que los valores de control
en una etapa posterior de recuperacién de los neutréfilos, las actividades bactericidas de los C-MPBN seguian
siendo significativamente menores que las de los MPBN o los AIN.

Los estudios del presente documento demuestran que los neutréfilos generados ex vivo e in vivo por el tratamiento
con Am80 de células CD34+ no solo exhiben una mayor madurez de diferenciacion, sino que también poseen una
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mayor eficacia frente a una infeccion bacteriana que con G-CSF. Esto es posiblemente mediante la coordinacion de
la interaccion funcional del CD66 con el CD18 para promover el desarrollo de la inmunidad innata basada en los
neutrofilos procedente de la granulocitopoyesis. La determinaciéon adicional de tal mecanismo de regulacion debe
proporcionar nuevos elementos de comprension de la granulocitopoyesis mediada por retinoides y la diferenciacion
de los neutrdfilos. Esto proporcionara, a su vez, una base molecular sélida para disefiar nuevas terapias frente a la
neutropenia asi como para la generaciéon ex vivo de granulocitos para terapias de transfusion a fin de reducir la
duracion de la neutropenia, usando Am80 como molécula terapéutica rentable.
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Los diversos métodos y técnicas descritos anteriormente proporcionan una serie de modos de realizacion de la
solicitud. Debe entenderse, por supuesto, que no necesariamente se pueden logar todos los objetivos o ventajas
descritos de acuerdo con cualquier realizacion particular descrita en el presente documento. Asi pues, por ejemplo,
los expertos en la técnica reconoceran que se pueden llevar a cabo los métodos de forma que se consiga o se
optimice una ventaja o grupo de ventajas tal como se ha ensefiado en el presente documento sin conseguir
necesariamente otros objetivos o ventajas ensefiados o sugeridos en el presente documento. Se mencionan en el
presente documento una variedad de alternativas. Debe entenderse que algunas realizaciones preferentes incluyen
especificamente una, otra o varias caracteristicas, mientras que otras excluyen especificamente una, otra o varias
caracteristicas, mientras que otras diferentes moderan una caracteristica particular mediante la inclusién de una,
otra o varias caracteristicas ventajosas.
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Asimismo, el experto en la materia reconocera la aplicabilidad de diversas caracteristicas de las diferentes
realizaciones. Analogamente, los diversos elementos, caracteristicas y etapas discutidas anteriormente, asi como
otros equivalentes conocidos de cada uno de tales elementos, caracteristicas o etapas, pueden ser empleados en
diversas combinaciones por el experto habitual en la técnica para poner en practica los métodos de acuerdo con los
principios descritos en el presente documento. Entre los diversos elementos, caracteristicas y etapas algunos
estaran incluidos especificamente y otros estaran excluidos especificamente en diversas realizaciones.

Aunque la solicitud se ha descrito en el contexto de determinadas realizaciones y ejemplos, los expertos en la
técnica entenderan que las realizaciones de la solicitud se extienden mas alla de las realizaciones especificamente
descritas a otras realizaciones y/o usos alternativos y modificaciones y equivalentes de los mismos.

En algunas realizaciones, los términos "un", "uno" y "una", y "el" y "la" y referencias similares usados en el contexto
de la descripcién de una realizacién particular de la solicitud (especialmente en el contexto de determinadas de las
reivindicaciones siguientes) se puede interpretar que cubren tanto el singular como el plural. La mencién de
intervalos de valores en el presente documento pretende servir simplemente como un método abreviado para
referirse individualmente a cada uno de los valores separados que estan dentro del intervalo. A menos que se
indique lo contrario en el presente documento, cada valor individual se incorpora en la memoria descriptiva como si
se mencionara individualmente en la misma. Todos los métodos descritos en el presente documento se pueden
realizar en cualquier orden adecuado a menos que se indique lo contrario o a menos que el contexto lo contradiga
claramente. El uso de cualquiera y de todos los ejemplos, o del lenguaje ilustrativo (por ejemplo "tal como")
proporcionado con respecto a determinadas realizaciones en el presente documento pretende simplemente ilustrar
mejor la solicitud y no representa una limitacion del alcance de la solicitud reivindicada de otro modo. No se debe
interpretar ninguna expresion de la memoria descriptiva como indicativa de algun elemento no reivindicado esencial
para la practica de la solicitud.

En el presente documento se describen realizaciones preferentes de esta solicitud, incluyendo el mejor modo
conocido por los inventores para llevar a cabo la solicitud. Las variaciones de esas realizaciones preferentes seran
evidentes para los expertos habituales en la técnica tras la lectura de la descripcién anterior. Se contempla que los
expertos en la técnica puedan emplear tales variaciones segun sea apropiado y que la solicitud se pueda poner en
practica de otro modo que el descrito especificamente en el presente documento. De acuerdo con esto, muchas
realizaciones de esta solicitud incluyen todas las modificaciones y equivalentes de la materia objeto enumerada en
las reivindicaciones adjuntas, tal como permite la legislacion pertinente. Asimismo, cualquier combinacién de los
elementos anteriormente descritos en todas las posibles variaciones de los mismos esta incluida en la solicitud, a
menos que se indique lo contrario en el presente documento o a menos que el contexto lo contradiga claramente.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende un agonista retinoide para su uso en el tratamiento de la neutropenia, la
inhibicion de la neutropenia, la reducciéon de la gravedad de la neutropenia, o la promocion de la profilaxis de la
neutropenia en un sujeto que lo necesite.

2. Una composicidon que comprende un agonista retinoide para su uso en un método para tratar la neutropenia
inducida por la quimioterapia del cancer en un sujeto que lo necesite.

3. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende adicionalmente el uso de un
agente quimioterapéutico.

4. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el agente quimioterapéutico y la
composicion que comprende un agonista retinoide se administran simultaneamente o secuencialmente.

5. La composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en la que el agonista retinoide se
administra por via intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, oral o0 mediante inhalacién.

6. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en la que la cantidad
eficaz del agonista retinoide es de aproximadamente 0,1 a 0,5 mg/kg/dia, 0,5 a 5 mg/kg/dia, 5 a 10 mg/kg/dia, 10 a
20 mg/kg/dia, 20 a 50 mg/kg/dia, 50 a 100 mg/kg/dia, 100 a 200 mg/kg/dia, 200 a 300 mg/kg/dia, 300 a
400 mg/kg/dia, 400 a 500 mg/kg/dia, 500 a 600 mg/kg/dia, 600 a 700 mg/kg/dia, 700 a 800 mg/kg/dia, 800 a
900 mg/kg/dia 0 900 a 1000 mg/kg/dia.

7. La composicion para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o0 2, en la que el sujeto se selecciona entre el
grupo que consiste en humanos, primates no humanos, monos, simios, perros, gatos, vacas, caballos, conejos,
ratones y ratas.

8. La composicién para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en la que el agonista retinoide es uno
cualquiera o mas de tamibaroteno (AM80), CH55, ITYA (IT-YA-01115) o una combinacion de los mismos.

9. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que la cantidad eficaz del agonista retinoide
es de aproximadamente 1 a 5 mg/kg/dia.

10. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que la cantidad eficaz del agonista
retinoide es de aproximadamente 1 a 10 mg/kg/dia.

11. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el agonista retinoide se administra por
via oral.
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Figura 5
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Figura 6
A Diferenciacion B
Granulocito Monocito Proliferacion ~ Muerte celular
8 GLSF gy, G LBF SOLOSE iy RGOSE
m:sm M‘RE}§R$ = s RA M?.S RIA
: 3 ) ~ i
e Tan) < £
s d ki a kS ui}
il 3 3 3 251
] O 3 O .l
0% Dia ¢
Dia 12
C Diferenciacion ' ‘r
_ D Proliferacion  Muerte celular
Granulocito Monocito Syy A0 _ _
S A 100 TR e CHER 105 §§§?§:¥;§
Lie G ot 3 Rt i SRS~ R
; w Gk @ fI¥R 14 0
: © i o
N S | > 50
3 $ Q8
j 4 {3 4 i a1
{‘g :. i wiiiii I8 1 b B * £ +3
D e v Ol & g a0 4 8 13 Dia §& 13

24



ES 2691493 T3

Figura 7
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Figura 8
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Figura 8
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