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DESCRIPCION
Tratamientos y composiciones de inmunoterapia
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones que comprenden un péptido que activa la respuesta inmunolégica
y a métodos de uso de las composiciones para inmunoterapia, incluyendo el tratamiento del cancer.

Antecedentes de la invencion

En los vertebrados, el sistema inmunoldgico comprende el sistema inmunoldgico innato y el sistema inmunolégico
adaptativo. Mientras que la respuesta inmunoldgica innata reconoce patégenos de forma no especifica, por ejemplo,
a través de patrones moleculares asociados a patrones que distinguen a los patégenos de las moléculas del
hospedador, el sistema inmunoldgico adaptativo se dirige a antigenos especificos. La especificidad de la respuesta
inmunoldgica adaptativa se adquiere mediante la interaccion con los antigenos, que se presentan como un complejo
con el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) a células inmunitarias adaptativas. Varios subgrupos de células
T pueden activarse por la presentacion del antigeno.

La interaccion de la célula T virgen con el complejo MHC requiere interaccion con CD4 o CD8 ademas de la union
del antigeno por el receptor de la célula T (TCR). EI MHC de clase | puede expresarse en casi todas las células con
nucleo del cuerpo e interactia con CD8, que se expresa predominantemente en el tipo citotéxico de las células T.
Estas células pueden inducir la muerte de las células que presentan el antigeno que dio lugar a la activacion de la
célula, por lo que estan muy reguladas para prevenir el dafio tisular. La activacion de las células T citotoxicas
requiere una sefal intensa del complejo MHC o una activacién adicional proporcionada por las células T
colaboradoras. Las células T colaboradoras se caracterizan por la expresion de CD4, de forma que interactian con
el MHC de clase Il. A pesar de que estas células no tienen la capacidad de matar a las células portadoras del
antigeno que ocasion6 su activacion, estas células controlan la respuesta inmunolégica desencadenada por el
antigeno. La activacion de células T colaboradoras virgenes provoca la liberacion de citocinas que pueden activar
células presentadoras de antigenos o activar células T citotdxicas. Por ejemplo, las células T colaboradoras Th1 o
Th2 mejoran la respuesta inmunolégica a diferentes tipos de antigenos. Una respuesta Th1, que se caracteriza por
la liberacion de interferon-y (IFNy), conduce a la activacion de fagocitos, células T citotdxicas, y a la liberacion de
varias citocinas en respuesta a un antigeno. Una respuesta Th2, que se caracteriza por la liberacion de interleucina-
4 (IL-4), conduce a las respuestas mediadas por macromoléculas que se encuentran en fluidos extracelulares tales
como anticuerpos secretados, proteinas del complemento y ciertos péptidos antimicrobianos.

El sistema inmunolégico también establece una supresién inmunolégica para limitar el potencial dafiino de una
respuesta inmunoldgica. La subpoblacion de células T reguladoras inmunosupresoras de células T atenda una
respuesta citotoxica de las células T, y normalmente protege contra la sobreestimulacion y el desarrollo de
autoinmunidad. Incluso antes de la diferenciacion en células T virgenes, un grupo de precursores de células T se
diferencian en células T reguladoras naturales en el timo mediante una interaccion moderada con el complejo MHC
autopéptido. Las células T reguladoras también incluyen células T reguladoras inducibles desarrolladas a partir de
células T CD4" fuera del timo. Mientras que las células T reguladoras naturales suprimen la activacion de las células
T por interaccion con las células presentadoras de antigenos para producir sefiales negativas para la activacion de
las células T, las células T reguladoras inducibles producen citocinas que inhiben la proliferacion de células T.

El desequilibrio entre la respuesta inmunoldégica activa y la supresora puede dar lugar a enfermedades y afecciones
tales como el cancer, inmunodeficiencia (por ejemplo, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida), enfermedades
autoinmunitarias o reacciones de hipersensibilidad o puede hacer que empeoren enfermedades e infecciones, por
ejemplo, tuberculosis, Leishmania o malaria.

Asi como las células inmunes patrullan el cuerpo en busca de peligros potenciales, las células inmunitarias también
eliminan los tumores. Una respuesta inmunoldgica anticancerosa fuerte requiere anticuerpos (el brazo humoral,
adaptativo) y un brazo mediado por células activas. La interaccion entre estos dos brazos esta controlada por la
activacion de las células dendriticas (el tipo celular principal de células presentadoras de antigenos, APC) y la
consecuente produccion de anticuerpos por parte de las células B. La destruccion de las células cancerosas se
produce entonces por dos procesos: una respuesta celular citotdxica por parte de neutréfilos, linfocitos citoliticos
naturales, células T citotdxicas y macréfagos, y una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC)
realizada por macrofagos activados y neutrofilos. A menudo, las células tumorales pueden hacerse mas susceptibles
a la digestion para la presentacion de antigenos mediante un tratamiento de radiacién o de quimioterapia. La
activacion de estas células proporciona un enfoque multiple que debe superar la supresién inmunoldgica o "evasion
de la destruccién inmunolégica”, un indicativo importante de cancer [Hanahan y Weinberg, 2011]. Mientras que
Hanahan y Weinberg apoyan la "teoria de la mutacién somatica" para el origen del cancer, Sonnenschein et al.
(2014) proporcionaron una propuesta alternativa de que el cancer es el resultado de un fallo de la organizacion
tisular, o la "teoria del campo de la organizacion del tejido".
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Un logro de la inmunoterapia es restaurar la capacidad del sistema inmunoldgico para superar estas enfermedades.
Las dianas de la inmunoterapia tradicional han sido antigenos especificos de las células diana, tales como antigenos
asociados a tumores (por ejemplo, el antigeno T, o el antigeno T:) o grupos de glicosilacion expresados en la
superficie de virus o bacterias o en células infectadas por virus o bacterias. Por ejemplo, las vacunas que usan estos
antigenos inducen la produccién enddgena de anticuerpos contra estos antigenos para desencadenar una respuesta
inmunoldégica. El enfoque tradicional también usa adyuvantes para ayudar a la estimulacién del sistema
inmunoldégico, pero una mayor comprension de las respuestas inmunolégicas ha ampliado los posibles candidatos
para los factores que activan las células inmunitarias para estimular el sistema inmunoldgico, ya sea directa o
indirectamente para desencadenar una respuesta inmunolégica. La comprension de los puntos de control
inmunoldgicos ha permitido que la inmunoterapia se dirija a proteinas que participan en la regulacion del equilibrio de
la respuesta inmunolégica, por ejemplo, para suprimir o aumentar la poblacién de células T reguladoras. Por tanto, la
inmunoterapia es ahora capaz de 1) inducir la produccion endégena de anticuerpos, 2) proporcionar anticuerpos
exogenos que manipulan el tipo de respuesta inmunolégica a desencadenar y 3) activar o suprimir células
inmunoldgicas especificas por factores del punto de control del sistema inmunoldégico.

El documento W02013/096829 divulga polipéptidos para imitar azicares que se unen a receptores de la superficie
celular de lectina de tipo C y su uso para tratar el glioblastoma multiforme.

La presente invencion esta dirigida a combinaciones de estos enfoques para mejorar la inmunoterapia, por ejemplo,
para aumentar la inmunogenicidad de tumores. En concreto, la presente invencion esta dirigida al uso de péptidos
en combinacién con anticuerpos, tales como anticuerpos exogenos contra proteinas de punto de control
inmunoldgico o contra marcadores de cancer. Los péptidos que imitan a azlcares y se unen a los receptores
reguladores de tipo lectina expresados por las células clave del sistema inmunoldgico pueden mejorar las respuestas
inmunoldgicas, lo cual puede apoyar los beneficios terapéuticos de los anticuerpos exdgenos.

Sumario de la invenciéon

En un aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un péptido y un primer
anticuerpo, en donde el péptido tiene una secuencia activa representada por la SEQ ID NO:1, y el anticuerpo es
contra una proteina de punto de control inmunolégico seleccionada del grupo que consiste en: CTLA-4, PD-1, PD-L1
y PD-L2.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona una composicidon para su uso en la activaciéon de una respuesta
inmunolégica en un sujeto, en donde la composicion comprende un péptido y un primer anticuerpo, en donde el
péptido tiene una secuencia activa representada por la SEQ ID NO:1, y el primer anticuerpo es contra una proteina
de punto control inmunolégico seleccionada del grupo que consiste en: CTLA-4, PD-1, PD-L1y PD-L2.

En otro aspecto, la invencién proporciona un kit para activar la respuesta inmunolégica, que comprende: un péptido
que tiene una secuencia activa representada por la SEQ ID NO:1; y un primer anticuerpo contra una proteina de
punto de control inmunoldgico seleccionada del grupo que consiste en: CTLA-4, PD-1, PD-L1 y PD-L2.

La SEQ ID NO: 1 (VQATQSNQHTPR) también se denomina en el presente documento "svL4"). El péptido puede ser
tetravalente. Por ejemplo, el péptido tiene la estructura [(VQATQSNQHTPRGGGS):K].K-NH2 (SEQ ID NO:3). En
algunos aspectos, la composicion farmacéutica, la composicion para su uso y/o el kit pueden incluir un segundo
anticuerpo, en donde el segundo anticuerpo es contra una proteina de punto de control inmunoldgico diferente de la
del primer anticuerpo. Las realizaciones de la invencién pueden comprender ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En algunas realizaciones, las proteinas del punto de control inmunolégico se seleccionan de al menos
uno de antigeno 4 de linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), muerte programada 1 (PDL-1) o ligandos de PD-1, tales como
el ligando de muerte programada 1 (PD-L1) y el ligando de muerte programada 2 (PD-L2).

La cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad suficiente para activar la respuesta inmunoldgica en un sujeto.
En algunos aspectos, la cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad suficiente para tratar el cancer en un
sujeto. El cancer puede ser cancer de vejiga, cancer cerebral, cancer de mama, cancer de colon, cancer de cabeza y
cuello, cancer de higado, cancer de pulmoén, cancer de pancreas, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de
rindn o cancer de piel, por ejemplo, adenocarcinoma colorrectal, glioblastoma, carcinoma hepatocelular, cancer de
préstata refractario a hormonas, carcinoma ovarico epitelial, adenocarcinoma de ovario, melanoma, mesotelioma,
cancer de pulmoén no microcitico, cancer de pulmén microcitico o carcinoma de células renales.

En una realizacion, el péptido y el primer anticuerpo estan en una cantidad suficiente para tratar las infecciones
derivadas de virus, micobacterias o parasitos.

En algunas realizaciones, el péptido y el primer anticuerpo de la composicion farmacéutica, composicién para su uso
o kit estan en una cantidad suficiente para suprimir la poblaciéon de células T reguladoras en los tumores. En otra
realizacion, el péptido y el primer anticuerpo de la composicion farmacéutica, composicion para su uso o kit estan en
una cantidad suficiente para aumentar la poblacion de células T efectoras. En otra realizacion mas, el péptido y el
primer anticuerpo de la composicion farmacéutica, composicion para su uso o kit estan en una cantidad suficiente
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para aumentar los niveles de por lo menos una citocina anticancerosa seleccionada del grupo que consiste en la IL-
2, IL-12p70, IL-21, IL-27, TNFa e IFNy. La divulgacion establece que el nivel de citocinas anticancerosas puede
aumentar varias veces. En una realizacién, la cantidad del péptido y la cantidad del primer anticuerpo en la
composicion farmacéutica, en la composicién para su uso o en el kit estan en cantidades terapéuticamente eficaces
suficientes para activar una respuesta inmunolégica en un sujeto. La cantidad terapéutica del primer péptido y del
segundo péptido puede estar entre aproximadamente 0,1 nmol/kg de peso corporal y aproximadamente 1500
nmol/kg de peso corporal, entre aproximadamente 1 nmol/kg de peso corporal y aproximadamente 1 1000 nmol/kg
de peso corporal, o aproximadamente 1 nmol/kg de peso corporal.

La presente divulgacion proporciona ademas métodos para activar la respuesta inmunologica adaptativa en un
sujeto mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido a un sujeto, en donde el
péptido tiene una secuencia peptidica activa representada por la SEQ ID NO:1; y administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo, en donde el anticuerpo es contra una proteina de punto de control
inmunoldgico. El anticuerpo puede comprender anticuerpos contra proteinas de puntos de control inmunolégico de
dos rutas de punto de control inmunolégico distintas. El péptido administrado puede ser tetravalente. La secuencia
peptidica activa puede estar conectada al nlcleo por una secuencia enlazadora. El ndcleo puede ser un nucleo de
tri-lisina, y la secuencia enlazadora puede ser -GGGS- (SEQ ID NO:2). Por ejemplo, un péptido tetravalente puede
tener la estructura [(VQATQSNQHTPRG-GGS):K].K-NH. (SEQ ID NO:3).

El método puede comprender administrar el péptido antes de administrar el anticuerpo, por ejemplo, al menos tres
dias antes de la administraciéon del anticuerpo. Después de esto, el péptido puede administrarse simultaneamente
con la administracion del anticuerpo. El péptido y el anticuerpo pueden administrarse juntos al comienzo del
tratamiento. El péptido puede administrarse en dias alternos o con periodicidad semanal. La administracion del
péptido puede continuar después del periodo de tratamiento con anticuerpos.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 representa la estructura del svL4 tetravalente, presentandose la secuencia activa como SEQ ID NO:1
(VQATQSNQHTPR). A: Disefio esquematico del péptido. Los brazos con secuencias activas (1,2) estan
conectados mediante una secuencia espaciadora (3) a un nucleo de tri-lisina (4). B: Estructura quimica del
péptido con una amida C-terminal. Los péptidos estan compuestos en su totalidad por L-aminoacidos de origen
natural, donde A es alanina, G es glicina, H es histidina, K es lisina, L es leucina, N es asparagina, P es prolina,
Q es glutamina, R es arginina, S es serina, T es treonina y V es valina. La secuencia -GGGS- (SEQ ID NO:2) es
un enlazador entre la secuencia activa de 12 unidades y el nucleo de ftri-lisina. Por consiguiente, el svL4
tetravalente representado tiene la estructura [[VQATQSNQHTPRGGGS)2K]2K-NH2 (SEQ ID NO:3).

La figura 2 representa un grafico de svL4 por HPLC. La cromatografia se realizé mediante CBL con una columna
C8 con un gradiente de acetonitrilo en un 0,1 % de TFA/agua. La pureza del péptido es > 95 %.

La figura 3 representa el espectro de masas de ionizacién por electroespray (ESI) de svL4. Se indica el estado
de ionizacién del péptido para cada seial.

La figura 4 representa la elucion de svL4 en una columna de CM-Sephadex C50. El svL4 se pasé6 a través de
una columna de DEAE-Sephadex A25 en NaCl 25 mM. La concentracion de NaCl se elevo entonces a 100 mM y
la muestra se aplicé a la columna de CM-Sephadex. A partir de la fraccién 24, la columna se lavd con 25 ml de
NaCl 100 mM, luego con 50 ml de NaCl 200 mM y luego con NaCl 500 mM. Las fracciones (dilucion 1:100) se
examinaron mediante OD a 210 nm para el contenido de péptidos y a 405 nm para la endotoxina mediante el
método de ensayo colorimétrico del lisado de Limulus amebocyte (Lonza, Walkersville, MD, USA).

La figura 5 muestra la actividad de union de svL4 a (de izquierda a derecha) CLEC10a, Langerina, ASGPR1,
Dectina-1, CLEC9a, DCSIGN, CD44, IL-4R y Siglec-1.

En la figura 6 se muestra el aumento en veces de las poblaciones con una tincién elevada para los marcadores
en las células peritoneales de ratones C57BL/6 dosificados Q2D con 1 nmol/g de svL4. Los valores no tratados
se normalizaron a 1.0 (barras grises) para mostrar el aumento en veces con la administracion de svL4 (barras
negras) y para comparar las respuestas entre los tipos celulares el dia 3 del tratamiento.

La figura 7 representa los aumentos en los tipos celulares peritoneales encontrados en los ratones C57BL/6
tratados con 1 nmol/g de svL4 en un experimento de transcurso de tiempo. Para cada tipo celular, las tres barras
de cada grupo indican los datos del dia 1, dia 3 y dia 5, es decir, un dia después de cada inyeccién subcutanea
el dia 0, dia 2 y dia 4. Los numeros celulares de los macréfagos (F4/80 CD11b) se indican en el panel A, los
macrofagos activados (F4/80 CD11b CD86) en el panel B, las DC (CD11c) en el panel C, las células NKT (NK1.1
CD3*) en el panel D, las células NKT activadas (NK1.1 CD3* CD69) en el panel E, las células NK activadas
(NK1.1 CD3- CD69) en el panel F, las células Th activadas (CD4 CD69) en el panel G, las células T citotdxicas
(CD8 CD69) en el panel H, las células B (CD19) en el panel |, y de las células B de memoria (CD19 CD73 CD80
CD273) en el panel J. Los datos se expresan como recuentos reales de células en los analisis.

La figura 8 representa el porcentaje de células Treg en tumores de melanoma B16 disociados (A) y la relacion
entre células T efectoras y células T reguladoras en tumores (B). El svL4 se administré por via subcutanea en
dias alternos a una dosis de 1,0 nmol/g de peso corporal. El anticuerpo contra la molécula-4 asociada a linfocitos
T citotoxicos (a-CTLA-4) se inyecto por via intraperitoneal cada tres dias a una dosis de 100 pg por animal. Las
barras muestran los promedios de dos analisis de flujo.

La figura 9 representa analisis de flujo de células tumorales de animales en los que se habian implantado células
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de melanoma B16 y los tratamientos que cada animal recibié como se describe en la leyenda de la figura 8.

La figura 10 representa el tamafio tumoral el dia 19 después de la implantacion de células de glioma en el
cerebro de ratones (A) y la supervivencia de los ratones en los que se habian implantado células de glioma en el
cerebro (B). Se administré una dosis baja de radiacion el dia 7 y 9, seguida posteriormente de una inyeccion
subcutanea de svL4 (1 nmol/g de peso corporal) en dias alternos.

La figura 11 representa un estudio del efecto de la dosis de svL4, administrado por via subcutanea en dias
alternos, sobre el tamafio tumoral en ratones en lo que se habian implantado células de glioma en el cerebro. En
este experimento el tratamiento fue solo con péptido. El tamafio tumoral se expresa como un porcentaje del
tumor en ratones control no tratados.

La figura 12 representa el efecto del tratamiento en ratones en los que se habia implantado una linea celular de
cancer de ovario. A: Peso corporal promedio de grupos de 8 ratones C57BL/6 tratados con 0,1 nmol/g de svL4
por via subcutanea desde el dia 45 hasta el dia 98 (linea inferior) o no tratados (linea superior). La rapida
disminucioén del peso corporal medio de los ratones control cerca del dia 90 indicoé la muerte de los animales.
Curiosamente, cuando se terminé el tratamiento, la ascitis parecié aumentar. B: Curvas de supervivencia de
ratones no tratados y tratados después de terminar el tratamiento el dia 95. Mientras que todos los animales sin
tratar murieron el dia 129, cuatro de los ocho animales tratados estaban vivos el dia 150 en el grupo de 0,1
nmol/g, que es 8 semanas después de la finalizacion del tratamiento.

La figura 13 representa una comparacion de la supervivencia de perros con una diversidad de canceres cuando
se les trata con medicamentos quimioterapéuticos (enumerados) mas svL4 o solo con svL4 después de la
finalizacion de otros medicamentos. Se administraron inyecciones de 1 mg por via intravenosa en un programa
semanal.

Descripcion detallada de la invencién

El verbo "comprender”, tal como se usa en esta descripcion y en las reivindicaciones y sus conjugaciones, se utiliza
en su sentido no limitante para hacer referencia a que se incluyen los elementos que siguen a esta palabra, pero no
se excluyen los elementos que no se mencionan especificamente. Ademas, la referencia a un elemento por el
articulo indefinido "un" no excluye la posibilidad de que estén presentes mas de uno de los elementos, a menos que
el contexto requiera claramente que haya uno y solo uno de los elementos. Por tanto, el articulo indefinido "un" suele
significar "al menos uno".

La expresion "respuesta inmunoldgica innata" o "inmunidad innata”, tal como se usa en el presente documento, se
refiere a la respuesta de las células inmunitarias a una amenaza aguda por parte de un patdégeno. Las respuestas
suelen ser reacciones inherentes a factores de reconocimiento del patégeno.

La expresion "respuesta inmunoldgica adaptativa”" o "inmunidad adaptativa”, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a la respuesta de los linfocitos antigeno-especificos (por ejemplo, las células T y B) al
antigeno, incluyendo el desarrollo de la memoria inmunolégica. Las respuestas inmunoldgicas adaptativas se
generan por la seleccion clonal de linfocitos.

La expresion "célula T efectora”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a las células T que pueden
mediar en la eliminacion de patégenos o células sin necesidad de una diferenciacién adicional. Por tanto, las células
T efectoras son distintas de las células T virgenes y de las células T de memoria, que deben diferenciarse y a
menudo proliferar antes de convertirse en células efectoras.

La expresion "célula T reguladora” o "célula Treg", tal como se usa en el presente documento, se refiere a las células
T que inhiben las respuestas de las células T, particularmente mediante la supresion o la regulacion negativa de la
induccion o proliferacion de células T efectoras. Por tanto, estas células pueden inducir tolerancia inmunolégica. La
expresion de al menos uno de CD25, CD39, CD73 y Foxp3 es indicativa de células T reguladoras. Aunque la
mayoria de las células T reguladoras son CD4+, también pueden ser CD8*. Otro indicativo de células T reguladoras
es la expresion elevada de la molécula-4 asociada a linfocitos T citotdxicos (CTLA-4) o del receptor de TNF inducido
por glucocorticoides (GITR).

La expresion "punto de control inmunoldgico”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una ruta
inhibitoria en el sistema inmunoldgico que es crucial para mantener la autotolerancia y modular la duracion y la
amplitud de las respuestas inmunoldgicas fisioldgicas en los tejidos periféricos a fin de reducir al minimo los dafios
colaterales en los tejidos.

El término "inmunoterapia”, tal como se usa en el presente documento, se refiere al tratamiento de una enfermedad
o afeccion induciendo, aumentando o suprimiendo una respuesta inmunolégica.

El término "patdgeno”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier cosa que pueda producir
una enfermedad. Por tanto, el término incluye agentes infecciosos, tales como virus, bacterias, priones, hongos o
protozoos, junto con células hospedadoras transformadas en células neoplasicas.

La presente invencion se refiere a un enfoque de inmunoterapia de combinacién para activar o mejorar la respuesta
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inmunoldégica. Una respuesta inmunoldgica adaptativa optima incluye la presencia de anticuerpos para marcar
patégenos y componentes celulares activados, incluyendo a los macréfagos, células T citotdxicas, linfocitos
citoliticos naturales y células dendriticas. La invencion puede inhibir las respuestas inmunosupresoras, mejorar las
respuestas de las células T efectoras, 0 ambas cosas. La eficacia de la funcién de las células T efectoras puede
aumentar, por ejemplo, aumentando la proporcion de células T efectoras y células T reguladoras dentro del tumor y
el microambiente del tumor. La poblacién de células T reguladoras dentro del tumor y en el microambiente del tumor
puede suprimirse. El perfil de citocinas del sujeto puede alterarse para mejorar la eficacia de la funcién de las células
T efectoras, por ejemplo, induciendo un aumento de varias veces de la IL-2, IL-12p70, IL-21, IL-27, TNFa e IFNy en
el suero. El aumento de los niveles séricos de estas citocinas puede producirse alrededor de las 4 horas siguientes a
la administracion de la terapia combinada.

Pueden tratarse enfermedades y afecciones en un sujeto en el que la respuesta inmunolégica desencadenada por el
sistema inmunolégico del sujeto sin ayuda externa no es capaz de defender al sujeto contra la enfermedad o
afeccion. Tales enfermedades y afecciones pueden ser canceres e infecciones persistentes. En una realizacion, los
canceres que pueden tratarse por la invencién son el cancer de vejiga, cancer cerebral, cancer de mama, cancer de
colon, cancer de cabeza y cuello, cancer de higado, cancer de pulmodn, cancer de pancreas, cancer de prostata,
cancer de ovario, cancer de rifidn o cancer de piel. lddbneamente, los canceres son adenocarcinoma colorrectal,
glioblastoma, carcinoma hepatocelular, cancer de prostata refractario a hormonas, adenocarcinoma de ovario,
carcinoma ovarico epitelial, melanoma, mesotelioma, cancer de pulmén no microcitico, cancer de pulmén microcitico
o carcinoma de células renales. Los ejemplos de infecciones persistentes incluyen infecciones virales, infecciones
micobacterianas y parasitarias La infeccion viral puede provocarse por un retrovirus, tal como HIV. En algunos La
infeccidon micobacteriana puede ser tuberculosis. La infeccién parasitaria puede ser Leishmania o malaria.

Péptidos de la terapia combinada

Un régimen de fondo "existente", no toxico, sobre el que se puede potenciar la respuesta inmunolégica deseada
inducida por los agentes de la inmunoterapia (por ejemplo, los anticuerpos) hace a las inmunoterapias mas efectivas
y menos toxicas. Es importante para la accion del agente de la inmunoterapia que el sistema inmunolégico esté
"preparado” para responder al maximo a su presencia. En la terapia combinada de la presente invencion, el régimen
de fondo es un régimen peptidico base que comprende un péptido que es un mimético de ligandos de azucar, por
ejemplo, los azucares terminales de glicanos complejos. Los péptidos se adaptan de manera unica a la
inmunoterapia. Los péptidos son flexibles en su disefio, se sintetizan facilmente a gran escala, son solubles en agua
y relativamente estables, y se unen selectivamente a receptores con avidez elevada. Su uso en la inmunoterapia se
basa en su capacidad para imitar los azucares y por tanto unirse a receptores reguladores de tipo lectina, por
ejemplo, receptores de la superficie celular de lectina de tipo C, expresados por las células del sistema inmunolégico
[Geijtenbeek and Gringhuis, 2009; Garcia-Vallejo and van Kooyk, 2009]. Los péptidos se unen con una avidez
mucho mas elevada que los ligandos de glicano y son adecuados para su desarrollo como medicamentos. De
manera importante, un nivel significativo de toxicidad no acompafia a este enfoque de la inmunoterapia.

Preferentemente, los péptidos de la invencion se unen a receptores reguladores de tipo lectina de particular
beneficio para la amplificacion de la respuesta inmunolégica. En una realizacion, el péptido imita a la N-
acetilgalactosamina (GalNAc), que se encuentra en el CD45, por ejemplo, el péptido es svL4 (VQATQSNQHTPR,;
SEQ ID NO:1) (véanse ejemplos 1-7). La actividad de la fosfatasa de CD45, una proteina de la superficie celular
ampliamente expresada y abundante, se requiere para la activacion y el desarrollo de los linfocitos [Trowbridge y
Thomas, 1994]. CD45 elimina un fosfato inhibitorio de las quinasas de transduccion de sefiales de la familia Src
[Roskoski, 2005; McNeil et al., 2007], que en la activacién de las células T se expresa como un aumento de la
secrecion de TNFa [van Vliet et al., 2006]. Las células humanas presentadoras de antigenos tales como los
macrofagos y las células DC inmaduras expresan el receptor CLEC10a (CD301), que es especifico para el GaINAc
[van Vliet et al., 2008]. Tener como diana a CLEC10a, una diana estratégica para la activacion de las células
inmunitarias, una diana estratégica para la activacion de las células inmunitarias, la presentacion de antigenos a las
células T CD4 y la diferenciacion de las células T CD4* productoras de IFNy [Streng-Ouwehand et al. 2011]. La
union de los ligandos a CLEC10a provoca una mejora en las respuestas de linfocitos T CD8* que producen IFNy
especificas de antigeno y desequilibra las células T CD4* virgenes hacia células Th1, con una mayor proliferacién de
células T. Ademas, Las DC median la activacion y la proliferacion de las células NK [Degli-Esposti and Smyth, 2005].
La unién trans de CLEC10a en una DC a un resto de GalNAc en CD45 en células T provoca una inhibiciéon de
células T [van Vliet et al., 2006]. La introduccién de un factor que contiene GalNAc libera CD45 y permite la
desfosforilacién (inactivacion) de receptores inhibitorios, la eliminacion de los grupos fosfato inhibidores de quinasas
de transduccion de sefiales y la activacion de células T. Los receptores inhibitorios que pueden inactivarse por la
sefial de CD45 incluyen CTLA-4 y PD-1.

Anticuerpos de la terapia combinada

Ademas del régimen peptidico base, la terapia combinada de la invencion comprende un agente de inmunoterapia,
por ejemplo, un anticuerpo. En realizaciones preferidas de la terapia combinada de la presente invencion, el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
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El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal contra una proteina de punto de control inmunoldgico. El bloqueo
del punto de control inmunoldgico es una nueva y prometedora estrategia para inducir la regresion tumoral,
estabilizar la enfermedad y prolongar la supervivencia mediante la manipulacion del sistema inmunolégico [Weber,
2010]. Las proteinas de punto de control inmunoldgico puede que se expresen por parte de la célula T o por la célula
presentadora de antigeno. Las proteinas del punto de control inmunoldgico de las células T pueden ser, por ejemplo,
CTLA-4 y PD-1. Puede ser una proteina de punto de control inmunoldgico de una célula presentadora de antigeno,
por ejemplo, PD-L1y PD-L2.

En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo contra CTLA-4 (a-CTLA-4). El uso del anticuerpo monoclonal
completamente humano contra CTLA-4, ipilimumab o Yervoy (Bristol Myers Squibb), se ha convertido en un enfoque
inmunoterapéutico primario para el tratamiento del cancer. Los estudios en el ratén han demostrado que entre las
células T en el interior de un tumor hay un elevado porcentaje de células Treg, que tienen una expresion elevada de
CTLA-4 y, por tanto, anulan la respuesta inmunoldgica frente a las células tumorales. La introducciéon de a-CTLA-4
etiqueta a las células Treg y las marca para la destruccion mediada por anticuerpos por parte de los macréfagos. De
modo que a-CTLA-4 reduce la poblacion de células Treg.

En otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo contra PD-1 (a-PD-1), que inhibe la interaccién de PD-1 con sus
ligandos para evitar la inhibiciéon de las células T. PD-1 es un miembro de la extensa familia de reguladores de
células T CD28/CTLA-4 [Ishida et al., 1992]. Se han desarrollado anticuerpos monoclonales dirigidos a PD-1 que
potencian el sistema inmunolégico para el tratamiento del cancer [Weber, 2010]. La FDA ha concedido la aprobacion
acelerada a Keytruda (pembrolizumab; MK-3475), El medicamento anti-PD-1 de Merck para el melanoma avanzado
0 que no se puede extirpar que ya no responde a otros medicamentos. El melanoma es un cancer de piel que se
origina en las células productoras de pigmento llamadas melanocitos. La enfermedad es particularmente rapida y
mortal en los casos en los que metastatiza a otras zonas del cuerpo, particularmente el cerebro. Aproximadamente a
76000 personas se les diagnosticara melanoma en los EE.UU. este afio y casi 10000 moriran. Keytruda se disefio
para usarse después del ipilimumab (Yervoy; Bristol-Myers Squibb), pero actualmente se usa clinicamente en
combinacién con Yervoy, que bloquea otro receptor de células T llamado CTLA-4 (véase mas arriba). Bristol-Myers
Squibb recibié la aprobacién en Japoén para su medicamento a-PD-1, Opdivo (nivolumab), lo que lleva a especular
que podria ser el primero aprobarse en los EE. UU. Se han realizado estudios exhaustivos para mostrar una
remision tumoral duradera con nivolumab [Topalian et al., 2014].

El anticuerpo puede ser un anticuerpo contra los ligandos de PD-1. PD-L1 y PD-L2, dos ligandos de PD-1, son
miembros de la familia B7 [Freeman et al., 2000; Latchman et al., 2001]. Muchas células tumorales expresan PD-L1,
un ligando inmunosupresor de PD-1; la inhibicién de la interaccion entre PD-1 y PD-L1 puede mejorar las respuestas
de las células T in vitro y mediar en la actividad antitumoral preclinica. PD-L1 se expresa en casi todas las lineas
celulares de tumores murinos, incluyendo el mieloma PA1, mastocitoma P815 y melanoma B16 al tratarse con IFNy.
La expresion de PD-L2 es mas restringida y se expresa principalmente en las DC y unas pocas lineas tumorales. La
proteina PD-L1 se regula positivamente en los macrofagos y las células dendriticas (CD) en respuesta al tratamiento
con lipopolisacaridos (LPS) y GM-CSF y en las células T y B tras la sefializacion de los receptores de células B y
TCR [lwai et al., 2002]. Esta respuesta a los LPS describe la razén fundamental para asegurar la eliminacion de la
endotoxina de los agentes terapéuticos contra el cancer (véase la figura 4).

Ciertos estudios clinicos han demostrado que las combinaciones de ipilimumab y nivolumab tienen una mayor
eficacia que cada una de ellas por separado [Curan et al, 2010; Wolchok et al., 2013]. Por tanto, mientras que el
anticuerpo de algunas implementaciones de la invencién ataca una ruta de punto control inmunoldgico, el anticuerpo
de otras implementaciones de la invencion puede atacar mas que una ruta de punto de control inmunoldgico. Por
ejemplo, la terapia combinada puede comprender un péptido con anticuerpos contra la ruta del CTLA-4 y la ruta del
PD-1, que son dos rutas de punto de control inmunoldgico distintas.

Kits o composiciones farmacéuticas de la terapia combinada

Debido a que la terapia combinada comprende péptidos que tienen como objetivo receptores reguladores de tipo
lectina y anticuerpos que afectan directamente a las células inmunitarias, la terapia combinada de la presente
invencion tiene como objetivo una combinacion de vias de modulacion inmunolégica. Por ejemplo, mientras que los
anticuerpos actian uniéndose a las proteinas de punto de control en la superficie celular, la estimulacién de la
actividad de la fosfatasa por CD45 y otras fosfatasas causa la desfosforilacion de CTLA-4 y PD-1 y de la proteina
accesoria SHP-1 a través de la cual estas proteinas actuan, por tanto, la terapia combinada que comprende los
péptidos de la invencién y los anticuerpos también puede inactivar los receptores inhibidores desde el interior de la
célula. Sin embargo, la terapia combinada de la presente invencion puede dirigirse a combinaciones mayores de
vias de modulacion inmunolégica con el uso de multiples péptidos y/o multiples anticuerpos. Por tanto, la terapia
combinada comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un péptido y una cantidad
terapéuticamente eficaz de al menos un anticuerpo. En algunas realizaciones, el péptido de la terapia combinada
tiene una secuencia peptidica activa representada por la SEQ ID NO: 1 (VQATQSNQHTPR). El péptido puede ser
tetravalente. Las secuencias peptidicas activas del péptido tetravalente pueden estar conectadas al nlcleo por una
secuencia enlazadora. En algunas realizaciones, el nucleo es un nucleo de tri-lisina y la secuencia enlazadora es -
GGGS- (SEQ ID NO:2). Un péptido tetravalente ejemplar tiene la estructura [[VQATQSNQHTPRGGGS)2K]2K-NH2
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(SEQ ID NO:3).

En el kit o la composicion, los péptidos pueden ser diferentes miméticos que se dirigen al mismo receptor regulador
de tipo lectina. Por ejemplo, en el caso de un kit o composicion que comprende dos péptidos, ambos péptidos
pueden dirigirse a CLEC10a pero cada uno puede ser un mimético de GalNAc o de Gal. Como alternativa, los
péptidos pueden ser diferentes miméticos que se dirigen a diferentes receptores reguladores de tipo lectina.

En algunas realizaciones del kit o composicién, los anticuerpos se dirigen a diferentes rutas de punto de control
inmunoldgico, por ejemplo, los anticuerpos se dirigen a la ruta del punto de control de CTLA-4 o a la ruta del punto
de control de PD-1. Por tanto, los anticuerpos de la terapia combinada pueden comprender a-CTLA-4 y uno de a-
PD-1 o a-PD-L1.

También estan dentro del alcance de la presente invencion derivados y sales farmacéuticamente aceptables del
péptido y de los anticuerpos, y su uso para los métodos descritos en el presente documento. Tales sales pueden
prepararse usando el conocimiento en las técnicas farmacéuticas. Las composiciones farmacéuticas pueden
prepararse en formas de dosificacion individuales. Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas y las formas
de dosificacion de la invencion comprenden los principios activos desvelados en el presente documento. La notacién
de "el agente farmacéutico" significa los compuestos de la invencion descritos en el presente documento o sales de
los mismos. Las composiciones farmacéuticas y las formas de dosificacion de la invencion pueden comprender
ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La expresion "farmacéuticamente aceptable" puede significar aprobado por un organismo regulador del gobierno
federal o estatal o incluido en la Farmacopea de los Estados Unidos o en otra farmacopea generalmente reconocida
para su uso en animales y, mas concretamente, en seres humanos. El término "vehiculo" se refiere a un diluyente,
adyuvante, excipiente o vehiculo con el que se administra un principio activo. Dichos vehiculos farmacéuticos
pueden ser liquidos, tales como agua y aceites, incluyendo los que proceden del petréleo, de origen animal, vegetal
o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. Los
vehiculos farmacéuticos pueden ser solucion salina, goma arabiga, gelatina, pasta de almiddn, talco, queratina, silice
coloidal, urea y similares. Ademas, se pueden usar otros excipientes.

La composicion, la forma y el tipo de dosificacion de la invencién variaran tipicamente dependiendo de su via de
administracion y del sujeto que se esté tratando. Por ejemplo, una forma de dosificacion parenteral puede contener
cantidades mas pequeiias de uno o mas de los principios activos que comprende que una forma de dosificacion oral
usada para tratar la misma enfermedad. Estas y otras formas en las que las formas de dosificacion especificas
incluidas por esta invencion variaran entre si seran evidentes para los expertos en la materia. Véase, por ejemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 ed., Mack Publishing, Easton Pa. (1990).

Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion tipicas comprenden uno o mas excipientes. Los
excipientes adecuados son ampliamente conocidos por los expertos en la técnica de la farmacia, y en el presente
documento se proporcionan ejemplos no limitantes de excipientes adecuados. Si un excipiente particular es
adecuado para la incorporacion en una composicion farmacéutica o forma de dosificacién depende de una variedad
de factores ampliamente conocidos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, la manera en que la forma de
dosificacion se administrara a un paciente. Por ejemplo, Las formas de dosificaciéon oral, tales como comprimidos,
pueden contener excipientes que no son adecuados para su uso en formas de dosificaciéon parenteral. La idoneidad
de un determinado excipiente también puede depender de los principios activos especificos de la forma de
dosificacion. Por ejemplo, la descomposicién de algunos principios activos puede acelerarse por algunos excipientes
tales como la lactosa, o cuando se exponen al agua.

La invencion abarca ademas composiciones farmacéuticas y formas de dosificaciéon que comprenden uno o mas
compuestos que reducen la velocidad con la que se descompone un principio activo. Dichos compuestos, a los que
se hace referencia en el presente documento como "estabilizantes", incluyen, pero sin limitacion, antioxidantes tales
como acido ascorbico, tampones de pH o tampones salinos.

Para una afeccién o método de tratamiento concreto, la dosis se determina empiricamente, usando métodos
conocidos, y dependera de hechos tales como la actividad bioldgica del compuesto concreto empleado, los medios
de administracion, la edad, la salud y el peso corporal del hospedador; la naturaleza y el alcance de los sintomas; la
frecuencia del tratamiento; la administracion de otras terapias y el efecto deseado. A continuacién se describen
varias dosis y métodos de administracion posibles, con el entendimiento de que lo que viene a continuacion tiene
caracter meramente ilustrativo. Las dosis y el método de administracion o liberacién reales pueden determinarse por
un experto en la materia. La frecuencia de dosificacion también puede variar dependiendo del compuesto que se usa
y de si se usa una formulacion de liberacion prolongada.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion que son adecuadas para la administraciéon oral pueden
presentarse como formas de dosificacion diferenciadas, tales como, pero sin limitacién, comprimidos (por ejemplo,
comprimidos masticables), comprimidos oblongos, capsulas y liquidos (por ejemplo, jarabes aromatizados). Tales
formas de dosificacion contienen cantidades predeterminadas de principios activos y pueden prepararse por
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métodos farmacéuticos ampliamente conocidos por los expertos en la materia. Véase, en general, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18?2 ed., Mack Publishing, Easton Pa. (1990).

Las formas de dosificacion orales tipicas de la invencién se preparan combinando los principios activos en una
profunda mezcla con al menos un excipiente de acuerdo con las técnicas convencionales de composicion
farmaceéutica. Los excipientes pueden tomar una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de preparacion
deseada para la administracion. Por ejemplo, los excipientes adecuados para su uso en formas de dosificacion
liquidas orales o en aerosol incluyen, pero sin limitacion, agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes aromatizantes,
conservantes, y agentes colorantes. Los ejemplos de excipientes adecuados para su uso en formas de dosificacion
oral solidas (por ejemplo, polvos, comprimidos, capsulas y comprimidos) incluyen, pero sin limitacion, almidones,
azucares, celulosa microcristalina, diluyentes, agentes de granulacion, lubricantes, aglutinantes y agentes
disgregantes.

Debido a su facilidad de administracion, los comprimidos y las capsulas representan las formas de dosificacion oral
unitarias mas ventajosas, en cuyo caso se emplean excipientes solidos. Si se desea, los comprimidos pueden
recubrirse mediante técnicas habituales acuosas o no acuosas. Tales formas de dosificacion pueden prepararse por
cualquiera de los métodos de la farmacia. En general, las composiciones farmacéuticas y las formas de dosificacion
se preparan mezclando uniforme e intimamente los principios activos con vehiculos liquidos, vehiculos sdlidos
finamente divididos, o ambos, y luego dando forma al producto en la presentacion deseada si es necesario.

Por ejemplo, un comprimido puede prepararse por compresiéon o moldeo. Los comprimidos obtenidos por
compresion pueden prepararse comprimiendo en una maquina adecuada los principios activos en una forma fluida
tal como polvo o granulos, mezclada opcionalmente con un excipiente. Los comprimidos obtenidos por moldeo
pueden prepararse moldeando en una maquina adecuada una mezcla del compuesto en polvo humedecido con un
diluyente liquido inerte.

Los ejemplos de excipientes que pueden usarse en formas de dosificacion oral de la invencion incluyen, pero sin
limitacién, aglutinantes, cargas, disgregantes y lubricantes. Los aglutinantes adecuados para su uso en
composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion incluyen, pero sin limitacion, almidon de maiz, almidon de
patata, u otros almidones, gelatina, gomas naturales y sintéticas tales como goma arabiga, alginato de sodio, acido
alginico, otros alginatos, tragacanto en polvo, goma guar, celulosa y sus derivados (por ejemplo, etilcelulosa, acetato
de celulosa, carboximetilcelulosa de calcio, carboximetilcelulosa de sodio), polivinilpirrolidona, metilcelulosa, almidén
pre-gelatinizado, hidroxipropilmetilcelulosa, (por ejemplo, N.° 2208, 2906, 2910), celulosa microcristalina y mezclas
de los mismos.

Las formas adecuadas de celulosa microcristalina incluyen, pero sin limitacion, los materiales comercializados como
AVICEL-PH-101, AVICEL-PH-103 AVICEL RC-581, AVICEL-PH-105 (disponible en FMC Corporation, American
Viscose Division, Avicel Sales, Marcus Hook, Pa.), y mezclas de los mismos. Un aglutinante especifico es una
mezcla de celulosa microcristalina y carboximetilcelulosa sédica comercializada como AVICEL RC-581. Los
excipientes o aditivos anhidros o de baja humedad incluyen AVICEL-PH-103 y Starch 1500 LM.

Los ejemplos de cargas adecuadas para su uso en las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion
desveladas en el presente documento incluyen, pero sin limitacion, talco, carbonato de calcio (por ejemplo, en
granulos o en polvo), celulosa microcristalina, celulosa en polvo, dextratos, caolin, manitol, acido silicico, sorbitol,
almidon, almidén pre-gelatinizado y mezclas de los mismos. El aglutinante o carga en las composiciones
farmacéuticas de la invencidon esta presente tipicamente en una proporcion de aproximadamente un 50 a
aproximadamente un 99 por ciento en peso de la composicion farmacéutica o forma de dosificacion.

Los disgregantes se usan en las composiciones de la invencion para proporcionar comprimidos que se disgregan
cuando se exponen a un ambiente acuoso. Los comprimidos que contienen demasiado disgregante pueden
disgregarse durante el almacenamiento, mientras que los que contienen demasiado poco pueden no disgregarse a
una velocidad deseada o en las condiciones deseadas. Por tanto, para formar formas soélidas de dosificacion oral de
la invencién debe usarse una cantidad suficiente de disgregante que no sea ni demasiado ni demasiado poco para
alterar perjudicialmente la liberacion de los principios activos. La cantidad de disgregante que se usa varia segun el
tipo de formulacion y es facilmente discernible por los expertos en la materia. Las composiciones farmacéuticas
habituales comprenden desde aproximadamente un 0,5 a aproximadamente un 15 por ciento en peso de
disgregante, preferentemente desde aproximadamente un 1 a un 5 por ciento en peso de disgregante.

Los disgregantes que pueden usarse en composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion de la invencion
incluyen, pero sin limitacién, agar-agar, acido alginico, carbonato de calcio, celulosa microcristalina, croscarmelosa
sodica, crospovidona, polacrilina de potasio, glicolato sédico de almidén, almidén de patata o tapioca, otros
almidones, almidén pre-gelatinizado, otros almidones, arcillas, otras alginas, otras celulosas, gomas y mezclas de los
mismos.

Los lubricantes que pueden usarse en composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion de la invencion
incluyen, pero sin limitacion, estearato de calcio, estearato de magnesio, aceite mineral, aceite mineral ligero,
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glicerina, sorbitol, manitol, polietilenglicol, otros glicoles, acido estearico, lauril sulfato sédico, talco, aceite vegetal
hidrogenado (por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de girasol, aceite de sésamo,
aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja), estearato de cinc, oleato de etilo, laureato de etilo, agar y mezclas
de los mismos. Los lubricantes adicionales incluyen, por ejemplo, un gel de silice syloid (AEROSIL 200, fabricado
por W.R. Grace Co. de Baltimore, Md.), un aerosol de silice sintética coagulado (comercializado por Degussa Co. de
Plano, Tex.), CAB-O-SIL (un producto de didxido de silicio pirogénico comercializado por Cabot Co. de Boston,
Masa.) y mezclas de los mismos. Si es que se usan, los lubricantes se usan tipicamente en una cantidad inferior a
aproximadamente el 1 por ciento del peso de las composiciones farmacéuticas o formas de dosificacion en las que
se incorporan.

Una forma de dosificacion oral sélida preferida de la invencién comprende un principio activo, lactosa anhidra,
celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, acido estearico, silice anhidra coloidal y gelatina.

Métodos de administracion

Se proporciona un método para administrar la terapia combinada de la invencién en el que el péptido y el anticuerpo
se administran por separado o en una formulacion en la que los medicamentos combinados pueden administrarse
como una sola aplicaciéon. Por ejemplo, como en el ejemplo 8, se proporciona la administracion de svL4 y el
anticuerpo monoclonal a-CTLA-4 en una sola aplicacion.

La administracion de la terapia combinada puede comprender el inicio de la administracién del péptido al mismo
tiempo que el anticuerpo. La terapia combinada para activar la respuesta inmunoldgica adaptativa puede
administrarse administrando primero el péptido para sensibilizar el sistema inmunoldgico antes de administrar el
anticuerpo. Por ejemplo, el péptido puede administrarse por lo menos dos semanas, al menos diez dias, al menos
una semana, al menos cinco dias, al menos tres dias, o al menos un dia antes de la administracién del anticuerpo.
La administracion del péptido puede continuar incluso después de la administracion del anticuerpo. Por tanto, la
administracion del péptido también puede ser simultanea con respecto al curso de la administracion del anticuerpo.
Por ejemplo, el ipilimumab se suele inyectar por via intravenosa cada 3 semanas, por lo que durante el tratamiento
con iplimumab, también puede administrarse el péptido.

En algunas implementaciones, la administracion del péptido puede continuar después del periodo de tratamiento con
anticuerpos. Un beneficio de este método es el mantenimiento del efecto beneficioso del tratamiento con anticuerpos
incluso sin un tratamiento posterior con el anticuerpo.

El método de administracion, asi como la frecuencia y la dosis se establecen en la técnica anterior para el anticuerpo
que ya esta aprobado por la FDA. Por ejemplo, el ipilimumab suele inyectarse por via intravenosa durante un
periodo de 90 minutos, y cada dosis unitaria se administra cada tres semanas con un solo ciclo de hasta cuatro
dosis. Sin embargo, la administracion simultanea del péptido y el anticuerpo puede ser con una frecuencia de cada
semana.

La dosis unitaria del péptido puede administrarse en dias alternos o semanalmente. Las formas de dosificacion
unitaria del péptido de la divulgacion son adecuadas para la administraciéon oral, mucosa (por ejemplo, nasal,
sublingual, vaginal, bucal o rectal), parenteral (por ejemplo, subcutanea, intravenosa, inyeccion en embolada,
intramuscular o intraarterial) o transdérmica a un paciente. Los ejemplos de formas de dosificacion incluyen, pero sin
limitacion: comprimidos; comprimidos oblongos; capsulas, tales como capsulas de gelatina blanda elastica; obleas;
trociscos; grageas; dispersiones; supositorios; pomadas; cataplasmas (emplastos); pastas; polvos; apositos; cremas;
escayolas; soluciones; parches; aerosoles (por ejemplo, aerosoles nasales o inhaladores); geles; formas de
dosificacion liquidas adecuadas para la administracion oral o mucosa a un paciente, incluyendo suspensiones (por
ejemplo, suspensiones liquidas acuosas o no acuosas), emulsiones de aceite en agua, o una emulsién liquida de
agua en aceite), soluciones y elixires; formas de dosificacion liquidas adecuadas para la administracion parenteral a
un paciente; y solidos estériles (por ejemplo, soélidos cristalinos o amorfos) que pueden reconstituirse para
proporcionar formas de dosificacion liquidas adecuadas para la administracion parenteral a un paciente. El péptido
se administra preferentemente por via parenteral, ain mas preferentemente, por via subcutanea. El péptido también
puede administrarse por via intravenosa. El péptido puede administrarse solo o en una composiciéon con el
anticuerpo.

El péptido puede administrarse cantidades de dosificacion unitaria de aproximadamente 0,1 nmol/kg de peso
corporal a aproximadamente 1500 nmol/kg de peso corporal, que corresponde a aproximadamente 0,7 ug/kg de
peso corporal a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal. La dosificacion unitaria del péptido también puede ser
de aproximadamente 100 nmol/kg de peso corporal a aproximadamente 1500 nmol/kg de peso corporal, de
aproximadamente 100 nmol/kg de peso corporal a aproximadamente 1000 nmol/kg de peso corporal, de 3 nmol/kg
de peso corporal a aproximadamente 1500 nmol/kg de peso corporal, de 3 nmol/kg de peso corporal a
aproximadamente 1000 nmol/kg de peso corporal, de 3 nmol/kg de peso corporal a aproximadamente 10 nmol/kg de
peso corporal, aproximadamente de 1 nmol/kg de peso corporal a aproximadamente 1000 nmol/kg de peso corporal,
o aproximadamente de 0,1 nmol kg de peso corporal a aproximadamente 1 nmol kg de peso corporal.
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El péptido puede administrarse en una cantidad de dosificacion unitaria de menos de aproximadamente 1500
nmol/kg de peso corporal, por ejemplo, de aproximadamente 1000 nmol/kg de peso corporal, aproximadamente
500 nmol/kg, aproximadamente 100 nmol/kg, aproximadamente 10 nmol/kg, aproximadamente 1 nmolkg o
aproximadamente 0,1 nmol/kg. El péptido puede administrarse en cantidades de dosificacion unitarias de
aproximadamente 5 nmol, aproximadamente 10 nmol, aproximadamente 15 nmol, aproximadamente 25 nmol,
aproximadamente 30 nmol, aproximadamente 50 nmol, aproximadamente 75 nmol, aproximadamente 100 nmol,
aproximadamente 225 nmol, aproximadamente 250 nmol, aproximadamente 500 nmol, aproximadamente 750 nmol,
aproximadamente 1 ymol, aproximadamente 10 ymol o aproximadamente 50 pmol.

Pueden administrarse formas de dosificacion parenteral a los pacientes por diversas vias, que incluyen, pero no se
limitan a, subcutanea, intravenosa, inyeccién en embolada, intramuscular e intraarterial. Preferentemente, la forma
de dosificacion parenteral es adecuada para la administracion subcutanea. Las formas de dosificacion parenteral de
la invencién son preferentemente estériles o capaces de esterilizarse antes de la administracién a un paciente. Los
ejemplos de formas de dosificacion parenteral incluyen, pero sin limitacion, soluciones listas para inyeccion,
productos secos listos para disolverse o suspenderse en un vehiculo farmacéuticamente aceptable para inyeccion,
suspensiones listas para inyeccion, y emulsiones.

Los vehiculos adecuados que se pueden usar para proporcionar formas de dosificacion parenterales de la invencion
son ampliamente conocidos por los expertos en la materia. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion: agua para
inyeccion USP; vehiculos acuosos, tales como, pero sin limitacion, solucion salina tamponada con fosfato, inyeccion
de cloruro sédico, inyeccion de Ringer, inyeccion de dextrosa, Inyeccion de dextrosa y cloruro de sodio, e inyeccion
de Ringer lactato; vehiculos miscibles en agua tales como, pero sin limitacion, alcohol etilico, polietilenglicol y
polipropilenglicol; y vehiculos no acuosos tales como, pero sin limitacion, aceite de maiz, aceite de semilla de
algodon, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, oleato de etilo, miristato de isopropilo y benzoato de bencilo.

Ejemplos

La presente invencion esta ademas ilustrada por los siguientes ejemplos que no deben ser interpretados como
limitantes..

1. svlL4, un péptido ejemplar de la invencion

Se encontré péptido mimético de GalNAc, designado svL4, en una exploracion de una biblioteca de fagos con la
lectina especifica de GalNAc de Helix pomatia [Eggink y Hoober, 2009, 2010]. La forma tetravalente del péptido tiene
la estructura [(VQATQSNQHTPRGGGS),K]:K-NH; (SEQ ID NO:3, figura 1). El péptido se sintetizd por quimica
estandar de fase solida y se preparod libre de endotoxinas con una pureza >95 % por procedimientos cromatograficos
(figuras 2-4).

2. La actividad de union de svL4 a receptores humanos de tipo lectina

Se determinaron las actividades de union de svL4 para el CLEC10a recombinante humano, ASGPR1, y langerina.
La figura 5 presenta las actividades de unién del svL4 a varias lectinas reguladoras. De las lectinas ensayadas, svL4
se une fuertemente a CLEC10a, Langerina, ASGPR-1 y Dectina-1.

3. Efecto del grupo de péptidos svL4 en la maduracién de las células inmunitarias en ratones de tipo salvaje

Para examinar la maduracién de células inmunitarias peritoneales, se administraron a ratones (cepa C57BL/6,
machos, de 6-8 semanas de edad) inyecciones subcutaneas de 1 nmol/g de svL4 tetravalente los dias 0, 2, 4 y 6. La
expresion de biomarcadores con células tefidas con anticuerpos contra los marcadores se muestra en la figura 6. Se
produjeron cambios drasticos en las células obtenidas de la cavidad peritoneal de estos animales, un sitio destacado
de funcién inmunolégica. Después de dos tratamientos como se ilustra en la figura 6, se encontré maduracion de
células inmunitarias en varias poblaciones de células, las cuales mostraron un aumento de células altamente tefiidas
en los ratones tratados con C57BL/6 el dia 3. Por tanto, la administracion subcutanea de svL4 mejora la maduracion
de las células inmunitarias en la cavidad peritoneal.

Se encontraron incrementos en poblaciones tefiidas con anticuerpos contra CD11c (células dendriticas), que estan
reguladas positivamente en la mayoria de las células presentadoras de antigenos activadas (células dendriticas,
macrofagos y células B). La poblacion de macrofagos (F4/80+CD11b+) aumentd drasticamente durante los 3 dias
iniciales del tratamiento. También se elevo el nimero de células dendriticas (CD11c*) y de células dendriticas
activadas. Las células CD8" se elevaron ligeramente, y las NK CD49b+CD69+ (activas) se elevaron en gran medida.
En la figura 6 se muestran los cambios en el dia 3 con inyecciones en dias alternos.

En un segundo experimento, se examind el transcurso en el tiempo de los cambios en las poblaciones de células
adicionales, que incluyen macréfagos (F4/80 CD11b), macréfagos activados (F4/80 CD11b CD86, DC (CD11c),
células NKT (NK1.1 CD3*), células NKT activadas (NK1.1 CD3* CD69), células NK activadas (NK1.1 CD3- CD69),
células Th activadas (CD4 CD69) células T citotéxicas (CD8 CD69), células B (CD19), y de células B de memoria
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(CD19 CD73 CD80 CD273). Las respuestas, representadas por el nimero de cada tipo celular durante 5 dias con
inyecciones en dias alternos, estan representadas en la figura 7.

4. Efecto de svL4 en el suero de ratones portadores de tumores de cancer de mama

Para determinar si las respuestas en las proteinas séricas en ratones portadores de tumores serian diferentes de las
de ratones sanos, se recogieron sueros de ratones hembra en los que se habian implantado células 4T1 de cancer
de mama. Después de que los tumores crecieran durante un periodo de 10 a 12 dias hasta un tamafo de
~500 mm?3, se inyect6 svL4 tetravalente por via subcutanea en dosis de 0,1 y de 1,0 nmol/g. Cuatro horas después
de la inyeccion se extrajo la sangre y se prepararon los sueros. Los sueros de los animales no tratados tenian bajos
niveles de citocinas y quimiocinas a las 4 h. En la tabla 1 se enumeran factores que reflejan la activacion de células
inmunitarias tipicas. Con unas pocas proteinas, tales como IL-13, IL-2, IL-6 y TNFa, los valores eran muy bajos en
los animales no tratados y al tratarse con svL4 se incrementaron, pero aun asi fueron casi indetectables en los
puntos de la matriz. El tratamiento generalmente ocasion6 aumentos en muchas de las proteinas, tipicamente en el
intervalo de 3 a 5 veces. Varias citocinas que aumentaron pero que aun estaban en baja cantidad incluian GM-CSF,
CCL4, IGFBP-1, IL-21, linfotoxina-a e IL-17. Las proteinas principales incluian CCL1, CCL8, CCL28, Endostatina,
Fas, HVEM, IL-11, IL-12p70, IL-16, IL-27, IL-28, MIP-2, MMP-9, NOV, Soggy-1, SPARC, TIMP-2, TLR2 y VEGF-B.
En algunos casos, la dosis mas elevada provocé una mayor cantidad de la proteina, mientras que con varias
proteinas la cantidad era menor con la dosis mas elevada. Con la mayoria de las citocinas, la magnitud de los
cambios sugirié respuestas dependientes de la dosis en este intervalo. Se identificaron varias proteinas solubles
como receptores de la superficie celular, tales como Fas, HVEM y TLR2, que indicaba una importante pérdida por
parte de células activadas. La HVEM soluble era una proteina importante en los ratones portadores de tumores, asi
como en los ratones sanos, pero el nivel en los ratones de control fue mayor en los ratones con cancer de mama, lo
que llevé a que solo se incrementara dos veces después del tratamiento con svL4.

Tabla 1. Marcadores de activacion de linfocitos y monocitos en respuesta a svL4 en ratones Balb/c portadores de
tumores de mama en comparacion con los ratones sanos. *En estas muestras, el valor de control fue insignificante,
por tanto, el incremento en veces en las muestras tratadas cuando la cantidad fue detectable, incluso aunque fuera

muy poco, parecia elevado.
Incremento en veces en

Citocina ratones tratados vs no Expresion Balb/c sano
ratados
Maximo a 0,1 nmol/g de svL4
IL-2 56 Células T Elevado*
IL-15 Elevado* Fagocitos mononucleares Elevado™*
IL-17 Elevado* Células T colaboradoras No hay cambio
IL-23 Elevado* Células dendriticas y macrofagos 0,55
Las células presentadoras de
IL-27 4.5 antigenos, promueven una Elevado*

respuesta Th1
IAumentos en la liberacion de IFNy,

IL-28 4.3 potencial citotoxico de las células T |Elevado*
cDs*
IL-31 3.5 Células T Th2 activadas Elevado*

Secretada por monocitos y

MIP-2/CXCL2 ~ 6 macréfagos No hay cambio
Pentraxin3 -4 Fagocitos mononucleares, celulas 0,21
dendriticas y neutréfilos
Osteoblastos, macrofagos en la .
SPARC 5 zona de reparacion de una herida No hay cambio
TIMP-2 b g Monocn!os y‘placenta (supresores 0,45
de metastasis)
TNFa 4.6 Monocitos activados y macréfagos (0,2
Monacitos activados, celulas
TLR2 4.2 dendriticas, macréfagos y células B |0,37
y T
Linfotoxina-a 12,5 Células T Th1 0,74
Maximo a 0,1 nmol/g y 1 nmol/g de svL4
IL-16 4 Liberada por linfocitos 0,57
Monocitos y linfocitos activados (los
SHVEM ~ 2 ratones sanas de control tenian 5
niveles bajos)
Maximo a 1 nmol/g de svL4
IFNy [Elevado* [Linfocitos activados primariamente [No hay cambio
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(continuacién)

Incremento en veces en
Citocina ratones tratados vs no Expresion Balb/c sano

tratados
CCL1 2,5 Células T activadas No hay cambio
CCL8/MCP-2 5 Inducido por IFNy Elevado*
Maximo a 1 nmol/g de svL4
IL12p70 3,5 Células dendriticas y macréfagos  [No hay cambio
IL-21 Elevado* Células CD4* activadas No hay cambio

Estas proteinas se expresan por una variedad de tipos celulares, que incluyen células T CD4* y CD8" activadas,
células dendriticas y macrofagos, y estan casi todas involucradas en la regulacion del sistema inmunoldgico. El
patron de expresion de las citocinas/quimiocinas proporciona una fuerte respuesta inmunolégica contra el cancer. Es
de particular importancia que, aunque un gran numero de citocinas y quimiocinas aumentan en el suero en
respuesta al tratamiento, no se produjo un patrén tipico de una "tormenta de citocinas" toxica.

Se observaron diferencias significativas entre las proteinas séricas de los ratones sanos y los ratones portadores de
tumores. Mientras que en los ratones sanos disminuyeron, IL-16, MMP-9, P-selectina, Soggy-1, TLR2, TRAIL y
TIMP-2, estos factores aumentaron drasticamente en los ratones portadores de tumores en respuesta al svL4. IL-1q,
IL-6, IFNy, TNFa y TGFpB, que estaban presentes en niveles muy bajos y no aumentaron en los ratones sanos, eran
detectables en ratones portadores de tumores y aumentaron significativamente en respuesta al svL4. En la tabla 1
se muestran comparaciones adicionales. La columna del extremo derecho de la tabla 1 muestra la proporciéon de
muestras tratadas (1 nmol/g) vs. no tratadas obtenidas en un experimento separado con ratones Balb/c sanos.
Varias proteinas, en concreto IL-15, IL-17, IL-21, IL-28, IL-31 y CCL8/MCP-2 tuvieron valores insignificantes en los
ratones no tratados, y por tanto el valor tratado tuvo una elevada proporcion. Curiosamente, las citocinas que
estaban fuertemente elevadas en los ratones con tumores se redujeron a menudo en los ratones sanos en respuesta
al svL4 o no mostraron ningun cambio.

5. Tratamiento de melanoma con svL4 y a-CTLA-4

Las investigaciones han demostrado que a-CTLA-4 es ineficaz contra el melanoma en el raton a menos que se
afiada una fuente de GM-CSF, que rutinariamente se proporcionaba por inyeccion de células GVAX modificadas por
ingenieria genética e irradiadas [Quezada et al., 2006]. Mientras que el receptor inhibitorio, CTLA-4, se expresaba en
niveles elevados por las células Treg dentro de los tumores, la destruccion de células con a-CTLA-4 unido requeria
de macréfagos que expresaran FcyRIV [Simpson et al.,, 2013]. Debido a que la administracion de svL4 causa
proliferacion y maduracion de monocitos, se prob6 si svL4 podia reemplazar a GM-CSF. Para este experimento, se
implantaron en el costado derecho de ratones machos C57BL/6 1,5 x 10% células tumorales B16. Las inyecciones
subcutaneas de 1 nmol/g de svL4 tetravalente se iniciaron el dia 0 y se les proporcioné Q2D durante todo el
experimento. Las inyecciones intraperitoneales de 100 ug de anticuerpo monoclonal a-CTLA-4 (clon 9H10 de
BioXCell) se administraron Q3D a partir del dia 3. El tratamiento combinado mantuvo estas frecuencias de inyeccion.

El crecimiento tumoral se midié en dias alternos. Los aumentos mas rapidos del volumen tumoral ocurrieron dentro
del grupo tratado solo con a-CTLA-4, mientras que los aumentos mas lentos se produjeron en el grupo tratado con
a-CTLA-4 con 1 nmol/g de svl4 tetravalente (tabla 2).

Tabla 2. Volumen de tumores de melanoma el dia 11. (*A los animales de este grupo se les realizé la eutanasia por
heridas de peleas).

Grupo Volumen medio (mm?®) Desv. Tipica SEM n
Control 455 613 204 4
svL4,1 nmol/g 201 95 39 6*
a-CTLA-4 680 825 242 8
a-CTLA-4 + svL4 137 91 32 8

Cuando la mayoria de los tumores del grupo no tratado alcanzaron un volumen maximo de 1500 mm?3, los ratones se
sacrificaron y se extirparon los tumores primarios de dos animales representativos de cada grupo y se analizaron por
citometria de flujo. Las células T efectoras (Teff) se definieron como CD3*CD4*CD25CD39 mientras que las células
Treg se definieron como CD3*CD4*CD25*CD39" [Dwyer et al., 2010]. Las células CD2S*/CD39" y CD257/CD39+ no
caracterizadas se excluyeron del calculo de la Teff:Treg. En la figura 8 se muestra un resumen de los analisis de las
células T. (En la figura 9 se muestran ejemplos de los graficos de datos de la citometria de flujo). El porcentaje mas
bajo de células Treg entre la poblacion total de células T se produjo en los tumores de animales tratados solo con 1
nmol/g de svL4 (figura 8A). Curiosamente, el porcentaje mas elevado entre los grupos tratados se produjo en los
animales tratados con a-CTLA-4. La adiciéon de 1 nmol/g de svL4 al tratamiento con a-CTLA-4 redujo drasticamente
el porcentaje de células Treg. De la misma manera, la proporcidon mas elevada de células Teff:Treg entre los grupos
tratados se encontré solo con 1 nmol/g de svL4 (figura 8B).
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Los datos indican que 1 nmol/g de svL4 complementaba la actividad de a-CTLA-4 al reducir la poblacion de células
Treg. En efecto, svL4 disminuy6 el numero de células Treg por un mecanismo independiente de a-CTLA-4. Una
posible explicacion para la fuerte disminucion de las células Treg, independiente de los anticuerpos, la proporcionan
los datos de citocinas con suero de ratones Balb/c portadores de cancer de mama (tabla 1). svL4 indujo un aumento
varias veces mayor de IL-12p70, IL-21 e IL-27 en 4 h. Estas citocinas estan implicadas en la supresion de la
proliferacion de células Treg y en la disminucion de la expresion de los receptores de IL-2 [Zhao et al., 2012]. El svL4
no indujo un aumento de la IL-10, una citocina inhibitoria secretada por las células Treg. En estudios clinicos, la
disminucion de las células Treg parece mas significativa para un resultado terapéutico positivo que la relacion
Teff:Treg [Sim et al., 2014]. Por tanto, la disminucion de las células Treg en los grupos tratados con svL4, junto con
la maduracioén de los macréfagos, células dendriticas, células T citotoxicas CD8* y linfocitos citoliticos naturales que
observamos en respuesta a la administracion de svL4 (figura 6), apoyarian una poderosa mejora del ataque del
sistema inmunoldégico contra el cancer.

Los datos muestran que el svL4 solo y en combinacion con a-CTLA-4 tiene papeles fundamentales en la reduccion
de las células T reguladoras inmunosupresoras en los tumores. Los datos sugieren que los dos factores tienen
actividades separadas pero complementarias. Por tanto, se plantea la hipétesis de que ese tratamiento deberia ser
apropiado para una variedad de canceres. De hecho, a-CTLA-4 se esta probando actualmente en ensayos de fase I
y Il en melanoma, y en ensayos de fase /Il en otros tipos de tumores. Se han observado pruebas de regresion
tumoral y respuestas duraderas con el ipilimumab monoclonal en pacientes con cancer de ovario, cancer de prostata
y cancer de células renales [Weber, 2010]. Los anticuerpos contra CTLA-4 son mas eficaces contra los canceres en
los humanos que en el ratén. svL4 es eficaz en el ratén y también se espera que sea eficaz en los humanos. Los
anticuerpos contra CTLA-4 (ipilimumab) son eficaces solo en un 20 a un 30% de los pacientes, y la eficacia se
duplica aproximadamente cuando se combina con nivolumab, un anticuerpo contra otro marcador de punto de
control PD-1 [Wolchok et al., 2013]. Estas combinaciones han aumentado su eficacia porque se dirigen a diferentes
receptores inhibitorios. Por tanto, en base a los datos del estudio del melanoma en ratones, la adiciéon de svL4 a un
tratamiento con a-CTLA-4, a-PD-1 o a-PD-L1 deberia aumentar el efecto beneficioso. La invencion satisface la
necesidad expresada por los oncélogos de una terapia de base o de fondo no tdxica que active una serie de células
y "sensibilice" al sistema inmunoldgico. Estos anticuerpos de bloqueo de puntos de control pueden proporcionar
entonces terapias enfocadas a dosis mas bajas y con menos toxicidad.

El tratamiento del cancer suele comenzar después del diagndstico, que a menudo se encuentra en el punto de
enfermedad avanzada. Para proporcionar una activacion inicial del sistema inmunolégico, el svL4 se administra en
dias alternos mediante una inyeccién subcutanea. La activacion de las células inmunitarias se detecta en el ratdon
después de la segunda o tercera inyeccion, es decir, el dia 3 o 5 después del comienzo del tratamiento. El
ipilimumab suele inyectarse por via intravenosa cada 3 semanas. La administracion continuada en dias alternos de
svL4 mantendria el sistema inmunolégico en un estado elevado de activacion y, por tanto, estableceria las
condiciones para que el sistema inmunoldgico logre el maximo beneficio de las inyecciones de a-CTLA-4. Deberia
ser factible un método similar con a-PD-1.

6. Tratamiento de glioblastoma con svL4

Se encontrd una infiltracion masiva de células T reguladoras (Treg) en el glioblastoma y en los tumores cerebrales
metastasicos, que suprimié eficientemente la secrecion de citocinas y la proliferacion de linfocitos efectores [Joannes
et al.,, 2009]. La mayoria de las células malignas expresaron PD-L1 mientras que PD-1 se expres6 en un
subconjunto de células T efectoras. Para probar si svL4 mostraria eficacia contra los tumores cerebrales, se
implantaron células de glioma (linea celular murina GL261) en un hemisferio del cerebro de ratones (cepa C57BL/6,
hembras, 6-8 semanas de edad). Después de un periodo de una semana para permitir el desarrollo de un tumor, el
svL4 tetravalente se inyect6 por via subcutanea a una dosis de 1 nmol/g en dias alternos durante dos semanas
[Kushchayev et al., 2012a, 2012b].

La supervivencia de los ratones (cepa C57BL/6, hembra, 6-8 semanas de edad) con células de glioma implantadas
(linea celular murina GL261) se determind después del tratamiento solamente con radiacion (4 Gy el dia 7 y 9),
péptido (1 nmol/g) solo en dias alternos a partir del dia 7, o radiacion mas péptido. Como se muestra en la figura
10A, el tamafio tumoral se redujo ligeramente en los animales tratados con péptidos, pero la vida de los animales no
se prolongé significativamente (tabla 3). Sin embargo, junto con la radiacién, el péptido prolongé drasticamente la
vida, con un incremento del doble desde el comienzo del tratamiento (figura 10B). Estos resultados sugieren que las
células fagociticas activadas en el cerebro no pueden atacar eficazmente un tumor sélido, aunque el tumor parecia
expandirse inicialmente por la invasion de células fagociticas. Después de la radiacion, las células tumorales
aparentemente fueron dafiadas lo suficiente como para permitir su destruccion por los fagocitos, que se indico por la
marcada reduccion del tamafio tumoral. El tamafo tumoral minimo en el dia 19 con la terapia combinada sugiere
que el crecimiento tumoral se ralentizo, un indicador significativo del potencial clinico [Teicher, 2006].
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Tabla 3. Supervivencia media de los ratones en el experimento mostrado en la figura 11

. Supervivencia después de la implantaciéon
Tratamiento P p P

(dias)
Control (inyeccién salina falsa) 21
svL4 (1 nmol/g, administrado en dias alternos) 22
Radiacion (2 tratamientos de 4 Gy cada uno) 30
svL4 + Radiacion 38

7. Estudio de respuesta a la dosis de svL4

En la mayoria de nuestros experimentos con ratones, el svL4 tetravalente se administré rutinariamente en una dosis
de 1 nmol/g en dias alternos, que consideramos que es la dosis maxima efectiva pero no necesariamente la 6ptima.
En otros experimentos encontramos una mayor eficacia a dosis de 0,1 a 0,2 nmol/g (0,68 a 1,4 mg/kg). En un
experimento con ratones en los que se implantaron células de glioma en el cerebro, una sola dosis de 0,1 nmol/g en
dias alternos fue mas efectiva para causar la reduccion del tamafio de los tumores de glioblastoma que dosis mas
elevadas (figura 11).

La radiacion ionizante tiene un efecto sinérgico con el péptido en el sistema inmunolégico, como se muestra en la
figura 10. De hecho, se ha comprobado que el éxito en el tratamiento del cancer depende en gran medida de la
sinergia de la radioterapia con la respuesta inmunoldgica del hospedador. Sin embargo, una dosis elevada de
radiacion, definida como mayor de 1 Gy, es inmunosupresora. No obstante, la radiacion regula positivamente las
proteinas de estrés en las células cancerosas, lo que mejora la capacidad de las células presentadoras de antigenos
para iniciar una respuesta antitumoral para eliminar las células dafiadas por fagocitosis o actividad citolitica [revisado
en Manda et al., 2012].

Se realiz6 un experimento similar en el que el agente terapéutico fue el anticuerpo a-PD-1. Al igual que con svL4, se
demostroé la mejora de la supervivencia con la combinacion de la terapia a-PD-1 mas la radiacion. La supervivencia
media fue de 25 dias para los ratones de control, 27 dias en el grupo de solo a-PD-1, 28 dias en el brazo de
radiacion, y 53 dias en el grupo de radiaciéon mas a-PD-1 [Zeng et al., 2013]. Viendo estos experimentos juntos, una
terapia combinada de svL4 con a-PD-1 mas radiacion deberia proporcionar una supervivencia a largo plazo.

Por lo tanto, la inmunoterapia puede optimizarse mediante la administracién de dosis apropiadas de svlL4
combinadas con ofras terapias tales como a-PD-1, a-PD-L1 y radiacion de baja dosis. Se espera que el tratamiento
con esta combinaciéon sea sinérgico y muestre una mejora drastica en la supervivencia de los pacientes que se
someten inicialmente a la citorreduccion quirirgica del tumor de glioblastoma.

8. Tratamiento del cancer de ovario con svlL4

Se obtuvieron mas pruebas de concentraciones optimas de svL4 cercanas a 0,1 nmol/g en un experimento con un
modelo de cancer de ovario de raton (Roby et al., 2000). Se implantd una linea celular de cancer de ovario en la
cavidad peritoneal de ratones hembra C57BL/6, y el tratamiento con svL4 tetravalente comenzo 45 dias después,
para imitar una etapa tardia en la que la se diagnostica a la mayoria de las mujeres. El tratamiento se continué
durante 50 dias, y se monitoriz6 la progresion del cancer por el peso corporal de los animales como una indicacion
del desarrollo de ascitis. (La ascitis es un término que describe la acumulaciéon anormal en el abdomen de liquido
que contiene células tumorales que flotan libremente.) En este sistema, la progresién tumoral en la cavidad
peritoneal es inicialmente lenta pero luego progresa rapidamente, con el desarrollo final de la ascitis tumoral. El peso
corporal de los animales de control aumentd rapidamente alrededor del dia 70 (figura 12A), y para el dia 129 todos
los ratones de control habian muerto (figura 12B). El peso corporal de los animales tratados con 0,1 nmol/g no
aumento mas alla de la tasa de crecimiento normal y los 8 animales estaban vivos el dia 110, 20 dias después del
final del tratamiento (figura 12B), y 4 de los 8 todavia estaban vivos el dia 150. Un animal que se traté con 1 nmol/g
murié durante el tratamiento (cerca del dia 80) pero solo murid uno mas hasta el dia 130. Después del final del
tratamiento, el peso de los animales finalmente aumento, lo que sugeria que el tratamiento con svL4 suprimia el
desarrollo de la ascitis pero no eliminaba los tumores. Sin embargo, cinco semanas después de dejar el tratamiento,
parecia que los ratones supervivientes estaban bien. Es posible que el tratamiento continuado suprima la formacion
de ascitis de forma indefinida. De manera importante, La mayoria de los ratones siguieron vivos semanas después
de dejar el tratamiento, lo que sugeria el desarrollo de células B de memoria.

En la actualidad se esta evaluando una amplia gama de enfoques de inmuno-modulacion para el tratamiento del
cancer de ovario, incluyendo una serie de anticuerpos monoclonales tales como a-CTLA-4 (ipilimumab), a-CA-125
(oregovomab) y a-PD-L1 [Tse et al, 2014]. Los primeros resultados de estudios clinicos han sido en su mayoria
decepcionantes porque a los pacientes se les suele diagnosticar la enfermedad en un estadio tardio. Como se
muestra en la figura 12, el svL4 controld el cancer de ovario en estadio tardio, posiblemente indefinidamente, y por lo
tanto debe ser un complemento oportunista de los anticuerpos de bloqueo de puntos de control. Esta terapia
combinada deberia rescatar la inmunoterapia con anticuerpos de los limites de uso como un régimen adyuvante a
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corto plazo.

En la tabla 4 se muestra la comparacion de todos los tratamientos, las tres dosis y las dos frecuencias de
administracion (lunes/miércoles, MW, o cada dos dias, Q2D). La comparacion de la supervivencia media mostré que
la dosis de 0,1 nmol/g, administrada cada dos dias, proporcionaba la maxima extensioén de la supervivencia.

Tabla 4. Mediana de supervivencia en dias y porcentaje de animales que sobreviven a los 100, 120 y 140 dias
después de la inyeccion de células cancerigenas.

PBS PBS svL4 svL4 svL4 svL4 svL4 svL4
Q2D MW 0,1 nmol/g 0,1 nmol/g 1,0 nmolg 1,0 nmol/g 10 nmol/g 10 nmol/g
Q2D MW Q2D MW Q2D MW
Medianadela 1085 1145  146,0 126.0 130,0 137.5 1375 132,5
supervivencia (dias)
S ia (dia
% de supervivenciaalos o, 5 7545  qqp 100 87.5 100 87.5 87.5
100 dias
% de supervivencia a los
e 250 250 875 75.0 75.0 62,5 75,0 87.0
% de supervivencia a los
Jooe o 0 o 50,0 12,5 12,5 50 50 37,5

Es importante sefialar que durante y después de la administracion del medicamento no hubo ningin cambio en el
peso o en el comportamiento del ratéon, que indica que no hay una toxicidad manifiesta relacionada con el
tratamiento. La inyeccion repetida del medicamento en la misma region no produjo ninguna irritacion aparente ni la
formacioén de tejido fibroso o granulomatoso. Ademas, los intentos de detectar la union de péptidos al suero de
ratones tratados durante 100 dias con svL4 fueron negativos, lo que sugiere que el péptido no es antigénico en los
ratones.

9. Eficacia de las inyecciones intravenosas de svL4 en perros con una variedad de canceres

En un estudio preliminar del efecto de dosis bajas de svL4 en perros con varios canceres, las inyecciones semanales
de svL4 tetravalente por si solas fueron eficaces para prolongar significativamente la vida mas alla de la que
proporcionan los medicamentos quimioterapéuticos estandar, incluso cuando se combina con el svL4 (figura 13).
Estos datos sugieren que los medicamentos quimioterapéuticos interfieren con la accién inmunoestimuladora de
svL4. Por tanto, es mejor usar esta combinacién de inmunoterapia sin quimioterapia. Por tanto, seria ventajoso
proporcionar el svL4 y a-CTLA-4 o a-PD-1 como una mezcla en una sola inyeccion. Las dosis de cada componente
pueden ajustarse individualmente para obtener un beneficio 6ptimo, por ejemplo, con una frecuencia de inyecciones
semanal.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende un péptido y un primer anticuerpo, en donde el péptido tiene una
secuencia activa representada por la SEQ ID NO:1, y el anticuerpo es contra una proteina de punto de control
inmunoldgico seleccionada del grupo que consiste en: CTLA-4, PD-1, PD-L1 y PD-L2.

2. Una composicién para su uso en la activacion de una respuesta inmunolégica en un sujeto, en donde la
composicion comprende un péptido y un primer anticuerpo, en donde el péptido tiene una secuencia activa
representada por la SEQ ID NO:1, y el primer anticuerpo es contra una proteina de punto control inmunolégico
seleccionada del grupo que consiste en: CTLA-4, PD-1, PD-L1y PD-L2.

3. Un kit para activar la respuesta inmunoldgica, que comprende:

un péptido que tiene una secuencia activa representada por la SEQ ID NO:1; y
un primer anticuerpo contra una proteina de punto de control inmunolégico seleccionada del grupo que consiste
en: CTLA-4, PD-1, PD-L1 y PD-L2.

4. La composicion farmacéutica, composicion para su uso o kit de la reivindicacion 1, 2, o 3 en donde el péptido tiene
una estructura establecida en la SEQ ID NO:3.

5. La composicién farmacéutica, composicion para su uso o kit de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
que comprende ademas un segundo anticuerpo, en donde el segundo anticuerpo es contra una proteina de punto de
control inmunolégico de una ruta de control inmunoldgico diferente de la del primer anticuerpo.

6. La composicion farmacéutica, composicion para su uso o kit de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde el péptido y el primer anticuerpo estan en una cantidad suficiente para tratar el cancer en un sujeto que
tiene cancer.

7. La composicion farmacéutica, composicion para su uso o kit de la reivindicacién 6, en donde el cancer es cancer
de vejiga, cancer cerebral, cancer de mama, cancer de colon, cancer de cabeza y cuello, cancer de higado, cancer
de pulmédn, cancer de pancreas, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de rifiéon o cancer de piel.

8. La composicion farmacéutica, composicion para su uso o kit de la reivindicacién 7, en donde el cancer es un
adenocarcinoma colorrectal, glioblastoma, carcinoma hepatocelular, cancer de préstata refractario a hormonas,
carcinoma ovarico epitelial, adenocarcinoma de ovario, melanoma, mesotelioma, cancer de pulmén no microcitico,
cancer de pulmoén microcitico o carcinoma de células renales.

9. La composicién farmacéutica, composiciéon para su uso o kit de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en
donde el péptido y el primer anticuerpo estan en una cantidad suficiente para tratar infecciones derivadas de virus,
micobacterias o parasitos.

10. La composicién farmacéutica, composiciéon para su uso o kit de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde el péptido y el primer anticuerpo estan en una cantidad suficiente para suprimir la poblacion de células T
reguladoras en los tumores.

11. La composicién farmacéutica, composiciéon para su uso o kit de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde el péptido y el primer anticuerpo estan en una cantidad suficiente para incrementar la poblacion de células
T efectoras.

12. La composicién farmacéutica, composicion para su uso o kit de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde el péptido y el primer anticuerpo estan en una cantidad suficiente para aumentar los niveles de al menos
una citocina anticancerosa seleccionada del grupo que consiste en: IL-2, IL-12p70, IL-21, IL-27, TNFa e IFNy.

13. La composicién farmacéutica, composicion para su uso o kit de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde la cantidad del péptido y la cantidad del primer anticuerpo es una cantidad terapéuticamente eficaz
suficiente para activar una respuesta inmunoldgica en un sujeto.

14. La composicién farmacéutica, composicion para su uso o kit de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Figura 1
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Figura 1 (continuacién)

21



ES 2781 673 T3

i i e B

ey, 5

i

%
%

Figura 2

1%

L
\D“Nﬁ!
=

s

e

3

Figura

22



Absorbancia

ES 2781673 T3

05 10 15 2 2% 3¢ 3 40 45

Fraccion

Figura 4

23



ES 2781673 T3

iMacrofagos

Figura 5

(Bu

)

opebnluoo |ap uoloeli4

Y\

Li_r]_f_opitos__c__:itol iticos

lulas

é
dendriticas naturale

C

o=

~d L

S928A Ua olquie)

6

Figura

24



ES 2781673 T3

N

thile

MK1.1CD3+

MELLCD3+

F4/80CD1Lh CD86

F4/80CD11b

£oes

(Miles)

(Miles)

(Miles)

(Millones) .

(Miles)

R

4
2

e 2y e oy )
PRy o IR

25

& ) £ ] ™ fs
=3 Y

~
=
Pt
=
=l

o

=

S G




J

DB CheY

CD4 CDES

CDBDCD273

PRt

(Miles)_

55,
(Miles)

(Miles)

(Miles)

P
&

ES 2781673 T3

W S ey e g
w5 we e A &

N

e .

e L] ik

e N el B @ s

R

.

H # 1 % NN
o Bt e o

26

e

inuacion)

Figura7 (cont

P R L




2

10

ES 2781673 T3

1"}_,!
/8 TREG

% TREG

Figura 8

27

& Contrad

®avld nmoi

# gl TLA-4

B alTLA-, svid inmal



ES 2781673 T3

B Proporcionte : Tygg

14
onirol
12
10
8
6 s alTLa-4
BolTLA-d, svid
2 Inmoi
0

Proporcion de TREG efectoras

Figura 8 (continuacién)

28



ES 2781673 T3

uer]

Control no tratado

0

]

Treg
SHE%

o
3
& w
]

svL4 1 nmol/g

Figura 9

e

at Tieg
182% 241N

e e W
[erid

100 pg de a-CTLA-4

Treg
148%

e

a-CTLA-4 + svL4 0,1 nmol/g

E
R
2
0
i
e
]

bl Treg
L

kg 1

SORS

o-CTLA-4 + svL4 1 nmol/g

29




Area transversal del tumor (mm?

& @
= .~

~ Supervivencia (%)

ES 2781673 T3

T
' fnor
s ..‘§‘:\\‘:\\E

S

‘,},

.

4

Grupo de
tratamiento

SR

SRR S
B @x&%\\%\\\\\&%& 8
f"\*‘-‘f‘ Control
% Radiacion
+ SVL4 % Radiacion

Dias después de la implantacion

Figura 10

30



Porcentaje de no tratados

ES 2781673 T3

0 1

o
s

a2

&

Figura 11

31



ES 2781673 T3

M

MControl Q20
N0,1 nmolig Q2D

Peso

Fin
N e del tratamiento

0 1 4 0 8 100 120

Dias

Figura 12

32



Porcentaje de supervivencia

ES 2781673 T3

| Fin del tratamiento

: %
gy

«m«%

\{«kw\w\\&\%
2}
¥

:
. 0,1 _nmol/g

3
¥ =
R S N

: “No tratados

Figura 12 (continuacion)

33



ES 2781673 T3

Supervivencia con tratamiento de svL4 de pacientes caninos con cancer

1600

40

Porcentaje de supervivencia

(en remision)

iR
¢ § 10 18 i 25 30
Semanas _
A Citoxano

§ svL4 con medicamento quimioterapéutico

§ svL4 después del medicamento
quimioterapéutico o de la radiacion

Figura 13

34

8 Procarbazina, vinblastina
{ Doxorrubicina

{¥ Mustargen, vinblastina
E. Navelbine



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

