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DESCRIPCION
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a la capacidad de SAP para suprimir la diferenciacién de monocitos en fibrocitos.
Por consiguiente, incluye composiciones y métodos para suprimir dicha diferenciacién. Estas composiciones pueden usarse
en un método Util en una diversidad de aplicaciones en las que es beneficiosa una formacién disminuida de fibrocitos, tal
como el tratamiento de enfermedades fibrosantes y el asma.

ANTECEDENTES
Fibrocitos

La inflamacion es la respuesta coordinada a lesion o infeccion tisular. Los acontecimientos iniciadores estan
mediados por la liberacién local de factores quimiotacticos, la activaciéon de plaquetas, y el inicio de la coagulacion y las vias
del complemento. Estos acontecimientos estimulan el endotelio local, promoviendo la extravasacién de neutrdfilos y
monocitos. La segunda fase de la inflamacion esta caracterizada por el flujo al interior del tejido de las células del sistema
inmune adaptativo, incluyendo linfocitos. La fase de resolucion posterior, cuando tiene lugar la apoptosis de los leucocitos en
exceso y la absorcidn por los macréfagos tisulares, también se caracteriza por la reparacion del dafio tisular por células
estromaticas, tales como fibroblastos.

En la inflamacién crénica, la resolucion de las lesiones inflamatorias esta alterada, con el mantenimiento de las
células inflamatorias, hiperplasia de los fibroblastos, y destruccion final del tejido. Los mecanismos que conducen a estos
acontecimientos son complejos, pero incluyen un reclutamiento, supervivencia y retencion potenciados de las células y
emigracion alterada.

La fuente de fibroblastos responsables de reparar lesiones por heridas o en otras respuestas fibréticas es
controvertida. La hip6tesis convencional sugiere que los fibroblastos quiescentes locales migran al area afectada, producen
proteinas de matriz extracelular, y promueven la contraccion de la herida o fibrosis. Una hipotesis alternativa es que los
precursores en circulacion de los fibroblastos (llamados fibrocitos) presentes en la sangre migran a los sitios de lesién o
fibrosis, donde se diferencian y media la reparacion tisular y otras respuestas fibroticas.

Se sabe que los fibrocitos se diferencian a partir de una poblacién precursora de monocitos sanguineos periféricos
CD14+. Los fibrocitos expresan marcadores tanto de células hematopoyéticas (CD45, MHC clase Il, CD34) y células
estromaticas (colageno tipo | y Il y fibronectina). Los fibrocitos maduros entran rapidamente en los sitios de lesion tisular
donde secretan citoquinas inflamatorias. Los fibrocitos también son capaces de secretar proteinas de matriz extracelular,
otras citoquinas y moléculas pro-angiogénicas, que pueden provocar la fibrosis.

Los mecanismos que inhiben la diferenciacién de fibrocitos a partir de monocitos CD14+ en gran medida eran
desconocidos antes de la presente invencién. Sin embargo, el control de la diferenciacion de los fibrocitos probablemente es
importante en el control de muchas enfermedades y procesos. Los fibrocitos estan asociados a una diversidad de procesos
y enfermedades incluyendo esclerodermia, cicatrizacion queloide, artritis reumatoide, lupus, dermopatia fibrosante
nefrogénica, y fibrosis pulmonar idiopéatica. Desempefian una tarea en la formacién de lesiones fibréticas después de
infeccion por Schistosoma japonicum en ratones y también estdn implicados en fibrosis asociada con enfermedades
autoinmunes. Los fibrocitos también se han implicado en fibrosis patogénica asociada con dafio por radiacién, enfermedad
de Lyme y fibrosis pulmonar. Los fibrocitos CD34+ también se han asociado con el remodelado estromético en pancreatitis y
fibrosis estromatica, mientras que la ausencia de dichos fibrocitos estd asociada con tumores pancreaticos y
adenocarcinomas. Adicionalmente existe fibrosis en pacientes con asma y posiblemente otras enfermedades pulmonares
tales como enfermedad pulmonar obstructiva crénica cuando los fibrocitos experimentan diferenciacion adicional en
miofibroblastos.

Amiloide P sérico

Dado el amplio intervalo de procesos y enfermedades en los que los fibrocitos desempefian una tarea, los
mecanismos que regulan su diferenciacion a partir de monocitos sanguineos periféricos son de gran interés. Los aspectos
de la presente invencion se basan en el descubrimiento de que la diferenciacién de los fibrocitos sanguineos periféricos a
partir de monocitos esta suprimida por un factor d.el suero y el plasma. El fraccionamiento del plasma humano identificé este
factor como amiloide P sérico (SAP). SAP, un miembro de la familia de proteinas de la pentraxina que incluye la proteina
reactiva C (CRP), se secreta por el higado y circula en la sangre en forma de pentameros estables. La tarea exacta de SAP
aun no esta clara, aunque parece desempefiar una tarea tanto en el inicio como en las fases de resolucion de la respuesta
inmune. El SAP se une a restos de azUcar en la superficie de bacterias lo que conduce a su opsonizacién y absorcion. El
SAP también se une a ADN libre y la cromatina generada por células apoptoéticas en la resolucién de una respuesta inmune,
evitando de este modo una respuesta inflamatoria secundaria. Las moléculas unidas por SAP se retiran de las areas
extracelulares debido a la capacidad de SAP de unirse a los tres receptores Fcy clasicos (FcyR), con una preferencia por
FcyRI (CD64) y FcyRIl (CD32). Después de la union al receptor, la célula absorbe el SAP y cualquier molécula unida
probablemente.

Los FcyR son necesarios para union de 1gG a una amplia diversidad de células hematopoyéticas. Los monocitos
sanguineos periféricos expresan tanto CD64 como CD32 (una subpoblacién de monocitos expresa CD16), mientras que los
macréfagos tisulares expresan los tres FcyR clasicos. El agrupamiento de FcyR en los mocitos por IgG, unidos a patdégenos
0 como parte de un complejo inmune, inicia una amplia diversidad de acontecimientos bioquimicos. Los acontecimientos
iniciales después de la agregacion del receptor incluyen la activacién de una serie de proteina quinasas src. En monocitos,
éstas incluyen lyn, hck y fgr, que fosforidan los restos de tirosina en el motivo ITAM de la cadena FcR-y asociada con FcyRI
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y FcyRIll, o el motivo ITAM con el dominio citoplasmatico de FcyRIIl. Los ITAM fosforilados conducen a la unién de una
segunda serie de quinasas src, incluyendo syk. Se ha demostrado que syk es vital para la fagocitosis de particulas
recubiertas por IgG. Sin embargo, la amplia distribucion de syk en células no hematopoyéticas y la evidencia de que syk
esta implicada en la sefializacion por integrina y en receptores acoplados a proteina G, indica que esta molécula tiene
muchas funciones.

Tanto SAP como CRP aumentan la fagocitosis y se unen a receptores Fcy en una diversidad de células. CRP se
une con una elevada afinidad a FcyRIl (CD32), una afinidad inferior a FcyRI (CD64), pero no se une a FcyRIIl (CD16). SAP
se une a los tres receptores clasicos Fcy, con preferencia por FcyRI y FcyRIl, particularmente FcyRIl. Aunque hay
observaciones conflictivas sobre la union de CRP a FcyR, se ha demostrado que tanto SAP como CRP se unen a
receptores Fc e inician los acontecimientos de sefializacién intracelular coherentes con el ligamiento de FcyR.

En suero sanguineo humano, los hombres normalmente tienen aproximadamente 32 ug/ml +/- 7 pg/ml de SAP,
siendo normal un intervalo de 12-50 pg/ml. Las mujeres generalmente tienen 24 pg/ml +/- 8 ug/ml de SAP en suero
sanguineo, siendo normal un intervalo de 8-55 pg/ml. En fluido cefalorraquideo humano normalmente hay aproximadamente
12,8 ng/ml de SAP en hombres y aproximadamente 8,5 ng/ml en mujeres. Combinando los datos de hombre y mujeres, el
nivel normal de SAP en suero humano es de 26 pg/ml +/- 8 pg/ml siendo normal un intervalo de 12-55 pg/ml. (Los niveles
séricos anteriores se expresan como la media +/- la desviacion tipica.)

IL-12

Otros aspectos de la presente invencion se refieren a la capacidad recién descubierta de que IL-12 suprime la
formacion de fibrocitos por los monocitos. IL-12 se ha implicado previamente en la fibrosis y enfermedades fibrosantes, pero
la mayoria de los estudios se han centrado en la tarea de IL-12 para promover la respuesta inmune Thl o desencadenando
la produccién de interferén-y. Los efectos directos de IL-12 sobre la formacion de fibrocitos no parece que se hayan
reconocido previamente.

Laminina-1

o Otros aspectos mas de la presente invencion se refieren a la capacidad recién descubierta de que la laminina-1
inhibe la diferenciacion de monocitos en fibrocitos. Las lamininas son proteinas de matriz extracelular implicadas en el
movimiento de los monocitos desde la circulacion al interior de los tejidos.

Para que los leucocitos entren en los tejidos, deben cruzar a través de células endoteliales y la membrana basal
adyacente de la pared del vaso sanguineo. Este proceso implica el acoplamiento, rodamiento y detencién de los leucocitos
en las células endoteliales. Después de la adhesion a las células endotiales, los leucocitos después cruzan entre las células
endoteliales, a través de la pared del vaso sanguineo y al interior de los tejidos. El proceso de extravasacion de células a
través de las paredes del vaso sanguineo altera su fenotipo y funcion.

Estos acontecimientos estan controlados por una serie de receptores de adhesion de superficie celular, incluyendo
integrinas. Las integrinas se unen a una amplia diversidad de ligandos, incluyendo proteinas de matriz extracelular (ECM),
tales como fibronectina, vitronectina, colageno y laminina. Las proteinas de matriz estan presentes en la base de la pared
del vaso sanguineo, incluyendo lamininas. Las lamininas son una gran familia de glucoproteinas, con una estructura
heterotrimérica de cadenas «, B y y. El uso de diferentes cadenas o, p y y conduce a la expresion de al menos doce
isoformas diferentes de laminina. Las diferentes lamininas se expresan en diferentes fases de desarrollo y en diferentes
sitios dentro del cuerpo.

Esclerodermia

En investigaciones descritas en este documento, se descubrid que los sueros de pacientes con esclerodermia
(esclerosis sistémica) eran menos capaces de inhibir la diferenciacion de fibrocitos a partir de monocitos que los de
pacientes normales. Adicionalmente se descubrié que pacientes con esclerodermia tenian niveles inferiores de SAP en
circulacion.

La esclerodermia es una enfermedad no infecciosa no hereditaria que tiene una gama de sintomas. Implica la
formacion de tejido cicatrizal que contiene fibroblastos en la piel y 6rganos internos. El origen de los fibroblastos es
desconocido. En casos leves o tempranos de esclerodermia, existe un endurecimiento de la piel, fatiga, sarpullidos y
sensibilidad al frio. En las fases mas graves y tardias, hay una elevada presion sanguinea, Ulceras cutaneas, dificultad en el
movimiento de las articulaciones y muerte por cicatrizacion pulmonar o fallo renal. Aproximadamente 300.000 personas en
los Estados Unidos tienen esclerodermia. La enfermedad tiene similitudes con el lupus y la artritis reumatoide. No existe
cura o tratamiento significativo para la esclerodermia e incluso el diagndstico es dificil porque no existe ensayo clinico.

Dermopatia fibrosante nefrogénica

La dermopatia fibrosante nefrogénica (NFD) es una afeccién cutanea fibrosante tipo esclerodermia recién
identificada. Se desarrolla en pacientes con insuficiencia renal. Se han propuesto las placas escleréticas amarillas y los
anticuerpos anti-fosfolipidos en circulacion como marcadores de NFD. La doble tincién inmunohistoquimica para CD34 y
pro-colageno en las células fisiformes de NFD sugieren que las células dérmicas de NFD pueden representar fibrocitos en
cir?ulacignéeclutados a la dermis. Por lo tanto, la inhibicion de la formacién de fibrocitos puede aliviar los sintomas de esta
enfermedad.
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Asma

El asma afecta a mas de 100 millones de personas en todo el mundo, y su prevalencia estd aumentando. Parece
que el asma esta causado por la inflamacién cronica de las vias respiratorias. Uno de los aspectos mas destructivos del
asma es la remodelacion de las vias respiratoria en respuesta a la inflamacién crénica. Este remodelado implica el
engrosamiento de la lamina reticularis (la membrana basal reticular sub-epitelial que rodea las vias respiratorias) debido a
fibrosis. Los pasos de las vias respiratorias entonces llegan a constrefiirse debido a las paredes engrosadas de las vias
respiratorias.

~Lalamina reticularis engrosada en pacientes con asma contiene niveles anormalmente elevados de proteinas de la
matriz extracelular tales como colageno |, colageno lll, colageno V, fibronectina y tenascina. Parece que la fuente de estas
proteinas es un tipo especializado de fibroblastos llamados miofibroblastos.

En pacientes con asma, los fibrocitos CD34+/colageno |+ se acumulan cerca de la membrana basal de la mucosa
bronquial en 4 horas desde la exposicion al alérgeno. Después de 24 horas de exposicion al alérgeno, se han observado
monocitos/fibrocitos marcados que expresan actina o de muisculo liso, un marcador de los miofibroblastos. Estas
observaciones sugieren que en pacientes con asma la exposicién al alérgeno causa que los fibrocitos de la sangre entren en
la mucosa bronquial, se diferencien en miofibroblastos, y después causen el engrosamiento de la pared de las vias
respiratorias y la obstruccién de las vias respiratorias. Adicionalmente, hay una correlaciéon entre tener una mutacion en las
regiones reguladoras de los genes que codifican la proteina quimioatrayente de monocitos 1 o TGF-B-1 y la gravedad del
asma. Esto también sugiere que el reclutamiento de monocitos y la aparicién de miofibroblastos conduce a complicaciones
del asma.

El engrosamiento de la lamina reticularis distingue el asma de la bronquitis crénica o la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica y se encuentra incluso cuando el asma esta controlado con medicamentos convencionales. Un grado
aumentado de engrosamiento de la pared de las vias respiratorias esta asociado con asma grave. No se han encontrado
medicamentos o tratamientos para reducir el engrosamiento de la lamina reticularis. Sin embargo, parece probable que
reduciendo la cantidad de miofibroblastos hallados en las paredes de las vias respiratorias se pueda reducir el
engrosamiento o ayudar a evitar un engrosamiento adicional.

Fibrosis pulmonar idiopatica

La fibrosis pulmonar idiopatica (IPF) es un tipo Unico de enfermedad pulmonar fibrosante crénica de etiologia
desconocida. La secuencia de los mecanismos patogénicos es desconocida, pero la enfermedad esta caracterizada por
lesion y activacion epitelial, la formacion de focos distintivos de fibroblastos/miofibroblastos sub-epiteliales y acumulacion
excesiva de matriz extracelular. Estos procesos patolégicos habitualmente conducen a cambios progresivos e irreversibles
en la arquitectura pulmonar, provocando una insuficiencia respiratoria progresiva y un resultado casi universalmente terminal
en un periodo relativamente corto de tiempo. Aunque las investigaciones se han centrado en gran medida sobre los
mecanismos inflamatorios para iniciar la respuesta fibrotica, las evidencias recientes sugieren de forma importante que la
alteracion del epitelio alveolar es un acontecimiento patogénico subyacente. Dada la tarea desempefiada por los fibrocitos
en la curacion de heridas y su papel conocido en el engrosamiento de las paredes de las vias respiratorias en el asma,
parece probable que la sobreproduccion de fibrocitos pueda estar implicada en IPF.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion incluye composiciones y su uso en un método para suprimir la diferenciacién de fibrocitos a
partir de monocitos. La diferenciacion de los fibrocitos en una localizacion diana puede suprimirse proporcionando SAP. (Las
denominaciones para "SAP", 1" como se usa en este documento también se refieren a fragmentos funcionales de esta
proteina salvo que esté claro que dichos fragmentos estan excluidos del uso en un contexto dado.) La localizacion diana
puede estar localizada in vitro o in vivo. In vivo la localizacién diana puede incluir un organismo completo o una parte del
mismo y la composicion puede administrarse por via sistémica o puede confinarse a un area particular, tal como un 6rgano o
tejido. Las composiciones pueden incluir aquellas suministradas directamente o producidas en la localizaciéon diana o el
mismo organismo como localizacién diana, como por ejemplo, a través de la expresion de un transgén. Estas composiciones
pueden darse en una cantidad suficiente para aumentar las concentraciones por encima de los niveles normales o para
llevar sus concentraciones hasta niveles normales o restaurar sus niveles de actividad normales. Las concentraciones o
actividad de algunas de estas composiciones pueden aumentarse estimulando la produccion natural o suprimiendo la
degradacion normal.

Una disminucién en la diferenciacion de los fibrocitos a partir de monocitos puede aliviar los sintomas de
numerosas enfermedades fibrosantes u otros trastornos causados por fibrosis.

BREVE DESCRIPCION DE LOS GRAFICOS

Las siguientes figuras forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar
adicionalmente ciertos aspectos de la siguiente invencion. La invencion puede entenderse mejor por referencia a uno o mas
de estos graficos en combinacion con la descripcion detallada presentada en este documento.

La FIGURA 1 ilustra los efectos del suero y el plasma sobre la rapida diferenciacion de células tipo fibroblasto.

En la FIGURA 1A se cultivaron células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC) a 2,5 x 10° por ml en medio
sin suero durante 3 6 6 dias en presencia 0 ausencia de suero humano al 0,1% y después se examinaron por microscopia
para el aspecto de las células tipo fibroblasto. La barra es 100 um.
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En la FIGURA 1B se cultivaron PBMC a 2,5 x 10° por ml en medio sin suero durante 6 dias en diluciones de plasma
humano. Después las células se secaron al aire, se fijaron, se tifieron y se enumeraron_los fibrocitos por morfologia. Los
resultados se expresan como la media £ SD de la cantidad de fibrocitos por 2,5 x 10° PBMC (n=5 experimentos). Las
estrellas indican las diferencias estadisticamente significativas del plasma 0.

La FIGURA 2 ilustra la expresion de moléculas superficiales sobre células tipo fibroblasto. Se cultivaron PBMC
sobre portaobjetos de vidrio en medio sin suero durante 6 dias. Las células se secaron al aire y se analizaron por
inmunohistoquimica. Se usaron anticuerpos monoclonales como se indica, y se identificaron por anticuerpo de cabra anti-Ig
de ratén conjugado con biotina por ExtrAvidina peroxidasa. Las células se tifieron con contraste con hematoxilina de Mayer
para identificar los ndcleos. La tincién positiva se identifico por tincion marrén, los nacleos se tifieron con contraste en azul.
Se us6 un inserto para CD83 para indicar la tincion positiva en una célula dendritica.

La FIGURA 3 ilustra la caracterizacién de la molécula presente en plasma que inhibe la diferenciacion de los
fibrocitos. Se trat6 plasma citrado con BaCl2 y el material precipitado se recogi6é por centrifugacion y se dializé frente a
fosfato sodico 10 mM que contenia EDTA 10 mM e inhibidores de proteasa. Este material después se fraccioné por heparina
y cromatografia de intercambio idnico.

En la FIGURA 3A se analizaron las fracciones por PAGE en un gel reductor al 4-20% vy se tifieron con azul de
coomassie. M indica marcadores de peso molecular. El carril 1 contenia plasma, el carril 2 contenia sobrenadante de BaCl2,
el carril 3 contenia el lavado 1, el carril 4 contenia el lavado 2, el carril 5 contenia el precipitado de BaCl2, el carril 6 contenia
el precipitado de BaCl2, el carril 7 contenia el flujo de heparina, el carril 8 contenia la fraccion de heparina, el carril 9
contenia el flujo High Q, el carril 10 contenia la fraccién High Q, el carril 11 contenia la fraccién purificada en gel. Los carriles
1-5 se diluyeron 1:500 en tampén fosfato sddico, los carriles 6-11 no se diluyeron.

Las fracciones activas eluidas de la columna de intercambio i6nico High Q y los cortes de gel se analizaron por
PAGE al 4-20% en un gel nativo en la FIGURA 3B y un gel reductor en la FIGURA 3C. NM indica marcadores de gel nativo,
RM indica marcadores de gel reducido. En 3C, los carriles 1-3 son muestras de control de gel, el carril 4 contenia la fracciéon
activa. En la FIGURA 3D las fracciones se evaluaron por transferencia de western, usando un anticuerpo de conejo anti-
SAP. Los carriles 1-11 corresponden a los de la FIGURA 3A.

La FIGURA 4 muestra la inhibicion de la formacion de fibrocitos por SAP, pero no CRP u otras proteinas
plasmaticas. Se cultivaron PBMC a 2,5 x 10° por ml en medio sin suero durante 6 dias en presencia de SAP purificado
disponible en el mercado (cuadrado relleno), CRP (cuadrado claro), Proteina S (diamante claro) o C4b (circulo claro) y
después se examinaron para la aparicién de células tipo fibroblasto. Las células después se secaron al aire, se fijaron, se
tifieron y se enumeraron los fibrocitos por morfologia. Los resultados son la media + SD de fibrocitos por 2,5 x 10° PBMC
(n=3 experimentos diferentes).

La FIGURA 5 muestra el efecto de la eliminacion de SAP del plasma en un ensayo de diferenciacion de fibrocitos.

La FIGURA 5A muestra el efecto sobre la diferenciacion de fibrocitos de la eliminacion de SAP del plasma con
perlas de agarosa BioGel. Se muestra la cantidad de fibrocitos hallada en un ensayo suministrado con cada plasma
(cuadrado claro) o plasma desprovisto con BioGel (cuadrado relleno) a una diversidad de diluciones. Las estrellas indican
diferencias estadisticamente significativas entre las dos curvas.

La FIGURA 5B muestra la cantidad de fibrocitos formados en un ensayo realizado sin plasma o diluciones iguales
de plasma, plasma desprovisto de SAP con BioGel, o plasma desprovisto de anticuerpo anti-SAP. Las estrellas indican
diferencias estadisticamente significativas.

La FIGURA 6 muestra los efectos de diversas citoquinas sobre la diferenciacion de monocitos en fibrocitos. La
FIGURA 6A muestra los efectos de una diversidad de citoquinas. La FIGURA 6B muestra los efectos de IL-12 en mayor
detalle.

La FIGURA 7 muestra los efectos de proteinas de matriz extracelular sobre la formacion de fibrocitos. Las proteinas
de matriz extracelular se unieron a placas de cultivo tisular de 96 pocillos durante 18 horas a 4°C en tampon carbonato 50
mM pH 9,5. Se diluyeron ProNectina-F y ProNectina-L en PBS. Las placas se lavaron en PBS, y se incubaron durante 60
minutos a 37°C en PBS que contenia albumina sérica bovina al 2%, para evitar la unién no especifica. Las placas se lavaron
con PBS y después en medio de cultivo tisular. Después se afiadieron células mononucleares sanguineas periféricas
(PBMC) y se cultivaron durante 4 dias. Se muestran los resultados para una diversidad de proteinas de matriz extracelular
en la FIGURA 7A. Los efectos de Laminina-1, Laminina-10/11 y ProNectina-L se muestran en mayor detalle en la FIGURA
7B.

~ La FIGURA 8 muestra los efectos de IgG monomérica sobre la capacidad de SAP de unirse a monocitos e inhibir
su diferenciacion. Se cultivaron PBMC en medio sin suero en presencia de una gama de concentraciones de 1gG
monomeérica durante 60 minutos. Después se afiadi® SAP, a las concentraciones indicadas, y se cultivaron las células
durante 4 dias.

La FIGURA 9 muestra los efectos del ligamiento y entrecruzamiento de receptores Fc sobre la diferenciacion de
monocitos en fibrocitos. Se usaron complejos inmunes solubles (ovalbimina-anticuerpo), complejos inmunes particulados,
incluyendo glébulos rojos de oveja opsonizados (SRBC) e IgG agregada por calor. En la FIGURA 9A se cultivaron PBMC
durante 4 dias con ovalbumina o mAb anti-ovalbumina solo, o complejos inmunes de ovalbumina:anti-ovalbimina. La
FIGURA 9B muestra los efectos de SRBC solas y SRBC opsonizadas con anticuerpo anti-SRBC de conejo a proporciones
de SRBC:monocito de 20:1 y 40:1. Finalmente, la FIGURA 9C muestra los efectos sobre PBMC de 19gG agregada por calor y
F(ab), agregado por calor. Las estrellas en 9A y 9B indican diferencias estadisticamente significativas.
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La FIGURA 10 muestra los efectos de anticuerpos anti-FcyR sobre la diferenciacion de monocitos. Las estrellas
indican una diferencia estadisticamente significativa del control.

DESCRIPCION DETALLADA

Supresién de la diferenciacion de monocitos

La regulacion de los acontecimientos que conducen a fibrosis implica la proliferacién y diferenciacion de los
fibrocitos. Los fibrocitos son una poblacién distinta de células tipo fibroblasto derivadas de monocitos sanguineos periféricos
gue normalmente entran en sitios de lesién tisular para promover la angiogénesis y la curaciéon de heridas. El cultivo de
monocitos sanguineos periféricos CD14+ en ausencia de suero o plasma conduce a la rapida diferenciacion de los
fibrocitos. Este proceso sucede en 72 horas y se suprime por la presencia de suero o plasma. El factor del suero que
suprime la rapida aparicion de fibrocitos es el amiloide P sérico (SAP). Adicionalmente, una cohorte de pacientes con la
enfermedad fibrosante esclerodermia tienen sueros con una mala capacidad de suprimir la diferenciacion de fibrocitos y
muestran un nivel correspondientemente bajo de SAP. Estos resultados sugieren que bajos niveles de SAP en la circulacion
o en los tejidos periféricos conduce a o desempefia una parte en los procesos patolégicos tales como fibrosis. Los ensayos
de diferenciacion de monocitos también han revelado que IL-12, Laminina-1 y moléculas I1gG conjugadas también suprimen
la diferenciacion de monocitos en fibrocitos.

Pueden usarse composiciones que contienen uno o mas de los supresores de formacion de fibrocitos para suprimir
la fibrosis en localizaciones inapropiadas y en trastornos fibrosantes y afecciones inflamatorias croénicas, inter alia. Las
composiciones pueden aplicarse de forma local o sistémica. En realizaciones especificas, las composiciones que contienen
SAP pueden ser funcionales para elevar la concentracion de SAP en localizaciones diana hasta aproximadamente al menos
0,5 pg/ml. En seres humanos, se ha administrado previamente SAP radiomarcado con | % pacientes de estudio con
amiloidosis. En los tratamientos, se administraron aproximadamente 600 pg de SAP a un ser humano adulto. Por
consiguiente, la administracion de aproximadamente 600 ug de SAP de forma sistémica a un ser humano adulto es segura.
Dosificaciones mayores también pueden ser seguras en condiciones apropiadas.

El SAP suministrado en ciertas composiciones de la presente invencién puede incluir la proteina SAP completa o
una parte de la misma, preferiblemente la parte funcional en la supresion de la formacién de fibrocitos. En una realizacion
ejemplar, la parte funcional de SAP se selecciona de la regién que no comparte homologia de secuencia con CRP, que no
tiene efectos sobre la formacion de fibrocitos. Por ejemplo, los aminoacidos 65-89 (KERVGEYSLYIGRHKVTPKVIEKFP-
SEC.ID.N° 1) de SAP no son homélogos a CRP. Los aminoacidos 170-181 (ILSAYQGTPLPA-SEC.ID.N° 2) y 192-205
(IRGYVIIKPLV-SEC.ID.N° 3) tampoco son homodlogos. Adicionalmente, se conocen varias diferencias de un Unico
aminoacido entre las dos proteinas y pueden provocar diferencias funcionales.

Las composiciones que contienen IL-12 pueden ser funcionales para elevar la concentracion de IL-12 en
localizaciones diana hasta aproximadamente 0,1 a 10 ng/ml. Las composiciones que contienen Laminina-1 pueden ser
funcionales para elevar la concentracién de Laminina-1 en localizaciones diana hasta aproximadamente 1 a 10 pg/ml. Las
composiciones que contienen IgG agregada pueden ser funcionales para elevar las concentraciones de IgG agregada en
localizaciones diana hasta aproximadamente 100 pg/ml. Las composiciones también pueden suministrarse en
combinaciones o con cofactores. Las composiciones pueden administrarse en una cantidad suficiente para restaurar los
niveles normales, si la composicion esta normalmente presente en la localizacion diana, o pueden administrarse en una
cantidad para elevar los niveles por encima de los niveles normales en la localizacion diana.

Las composiciones anteriores pueden suministrarse a una localizacién diana desde una fuente exdgena, o pueden
producirse in vivo por células en la localizacion diana o las células en el mismo organismo que la localizacion diana. Estas
composiciones pueden aislarse de tejidos humanos donados, incluyendo fluidos biolégicos. También pueden prepararse en
forma de una proteina recombinante en bacterias, células de cultivo tisular, o cualquier otro tipo de células o tejidos
conocidos en la técnica, o en animales completos. También pueden producirse sistémicamente o por cualquier otra
metodologia conocida en la técnica. Si estas composiciones se producen in vivo, pueden ser el producto de expresién de un
transgén o pueden ser el resultado de la potenciacion de la produccion en una fuente in vivo existente. Los niveles de estas
composiciones, si estdn normalmente presentes en una localizacion diana, también pueden elevarse reduciendo sus tasas
normales de degradacion. Adicionalmente, puede ser posible aumentar la capacidad de supresion de diferenciacion de
fibrocitos de estas composiciones, por ejemplo suministrando cofactores.

Las composiciones de la presente invencion pueden estar en cualquier formulacion fisiolégicamente apropiada.
Puede administrarse a un organismo por via tépica, por inyeccion, por inhalacion, o por cualquier otro medio eficaz.

Enfermedades diana

Las mismas composiciones y metodologias descritas anteriormente para suprimir la diferenciacion de monocitos en
fibrocitos también pueden usarse para tratar o prevenir la fibrosis resultante de afecciones incluyendo, aunque sin limitacion:
esclerodermia, cicatrizacion queloide, artritis reumatoide, lupus, dermopatia fibrosante nefrogénica, lesiones fibréticas tales
como las formadas después de infecciébn con Schistosoma japonicum, enfermedades autoinmunes, fibrosis patogénica,
enfermedad de Lyme, remodelado estromético en pancreatitis y fibrosis estromatica, asma, fibrosis pulmonar idiopética,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, y fibrosis pulmonar. En algunas de dichas enfermedades fibrosantes los fibrocitos
pueden no representar una fase final de fibrosis. Por ejemplo, en asma, los fibrocitos se diferencian adicionalmente en
miofibroblastos, que persisten en las paredes de las vias respiratorias engrosadas.

La invencion también incluye un procedimiento para inhibir la formacion de fibrocitos o para tratar o prevenir una
enfermedad fibrosante o el asma activando cualquier componente de la via de sefializacion de Fc en monocitos
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normalmente activados por SAP. Esta via se describe en detalle en Daeron, Marc, "Fc Receptor Biology", Annu. Rev.
Immunology 15:203-34 (1997). En una realizacion ejemplar, una parte de la via que no est4 compartida con otras cascadas
de sefializacion o solamente una cantidad limitada de cascadas de sefializacién no criticas se selecciona para la activacion
para minimizar los efectos secundarios.

Ensayos de diferenciaciéon de monocitos

Otro aspecto de la invencién se refiere a ensayos para detectar la capacidad de una muestra de modular la
diferenciacion de fibrocitos a partir de monocitos. En medio sin suero, los monocitos normales forman fibrocitos en dos a tres
dias. El suero normal, la sangre u otros fluidos biolégicos suprimen la formacién de fibrocitos a partir de monocitos normales
sobre un intervalo de dilucion especifico. Por tanto, el ensayo puede usarse para ensayar si una muestra puede modular la
diferenciacién de monocitos en fibrocitos en medio sin suero. También puede usarse para determinar si los monocitos de la
muestra se diferencian normalmente en fibrocitos en medio sin suero y si responden de forma normal al suero, SAP u otros
factores que afectan a esta diferenciacion.

En una realizacién especifica, el ensayo puede usarse para determinar si el fluido biolégico de un paciente tiene
una capacidad disminuida o aumentada para suprimir la diferenciacion de monocitos en fibrocitos. Si tiene que ensayarse la
supresion por SAP, puede usarse cualquier fluido biolégico en el que SAP esté presente de forma normal o transitoria en la
presente invencion, incluyendo sangre completa, suero, plasma, fluido sinovial, fluido cefalorraquideo y fluido bronquial. Una
capacidad disminuida para suprimir la diferenciacion de monocitos puede ser indicativa de una enfermedad fibrosante o la
propension a desarrollar dicha enfermedad. Aunque en muchos pacientes una capacidad disminuida de un fluido biolégico
para suprimir la formacién de fibrocitos puede deberse a elevados niveles de SAP, éste no es necesariamente el caso. SAP
puede estar presente a niveles normales, pero mostrar actividad supresora aumentada debido a defectos en el propio SAP o
la ausencia o presencia de un cofactor u otra molécula. Los métodos para determinar la naturaleza mas precisa del
problema de supresion, tal como el uso de ELISA, electroforesis, y fraccionamiento seran evidentes para los especialistas
en la técnica.

La metodologia descrita anteriormente también puede usarse para determinar si ciertos farmacos potenciales que
afectan a la diferenciacion de fibrocitos pueden ser apropiados o no para un paciente.

En otra realizacion especifica, el ensayo puede usarse para determinar si los monocitos de un paciente son
capaces de diferenciarse en fibrocitos en medio sin suero y si responden de forma normal a un fluido biolégico, SAP u otra
composicién. Mas particularmente, si un paciente con una enfermedad fibrosante parece tener niveles normales de SAP,
puede ser aconsejable obtener una muestra de los monocitos del paciente para determinar si son capaces de diferenciarse
facilmente en fibrocitos incluso en presencia de suero o SAP.

Finalmente, en otro ejemplo especifico, el ensayo puede usarse para ensayar los efectos de un farmaco u otra
composicién sobre la diferenciacion de monocitos en fibrocitos. El ensayo puede usarse de este modo para identificar
farmacos potenciales disefiados para modular la formacién de fibrocitos, o puede usarse para explorar cualquier efecto
adverso potencial de los farmacos pretendidos para otros usos.

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones especificas de la invencién. Los especialistas en
la técnica deben apreciar que las técnicas descritas en los siguientes ejemplos representan técnicas descubiertas por los
inventores que funcionan bien en la practica de la invencion. Sin embargo, los especialistas en la técnica, a la luz de la
presente descripcién, deben apreciar que pueden hacerse muchos cambios en las realizaciones especificas que se
describen y aln obtener un resultado parecido o similar sin alejarse del espiritu y alcance de la invencion.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1: INHIBICION DE LA FORMACION DE FIBROCITOS

Mientras se examinaba el posible papel de la densidad celular en la supervivencia de células T sanguineas
periféricas, se observé que en medio sin suero las células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC) daban lugar a una
poblacion de células tipo fibroblasto. Estas células eran adherentes y tenian una morfologia con forma de huso (Figura 1A).
Aproximadamente el 0,5-1% de las PBMC se diferenciaban en células tipo fibroblasto en medio sin suero, y esto sucedia en
portaobjetos de plasticware y borosilicato tratadas de cultivo tisular y portaobjetos de vidrio convencionales.

La rapida aparicion de estas células, en 3 dias de cultivo, se inhibia por suero o plasma humano. Para examinar
este proceso en mayor detalle, se cultivaron PBMC a 5 x 10 células por ml en medio sin suero que contenia
concentraciones crecientes de plasma humano durante 6 dias. Cuando el plasma estaba presente a concentraciones entre
el 10% y el 0,5%, las células tipo fibroblasto no se diferenciaban (Figura 1B). Sin embargo, en suero al 0,1% o por debajo
del 0,1%, las células tipo fibroblasto se desarrollaban rapidamente. La actividad en el suero que inhibia la formacién de
fibrocitos se retuvo por un filtro de centrifugacién de 30 kDa de punto de corte (datos no mostrados). Si el suero se
calentaba hasta 56°C durante 30 minutos, la eficacia se reducia en 10 veces, el calentamiento hasta 95°C suprimia la
actividad inhibidora (datos no mostrados).

Estos datos sugieren que el factor inhibidor es una proteina. Como el factor inhibidor estaba presente es suero
humano, esto indicaba que la actividad probablemente no estaba implicada en el sistema de coagulacién. El factor inhibidor
también parecia ser una proteina conservada evolutivamente ya que sueros bovinos, equinos, caprinos y de rata también
eran capaces de inhibir la aparicion de estas células tipo fibroblasto (datos no mostrados).
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EJEMPLO 2: CARACTERIZACION DE CELULAS TIPO FIBROBLASTO

La diferenciacion de estas células tipo fibroblasto a partir de sangre periférica sugiri6 que pueden ser fibrocitos
sanguineos periféricos. Los fibrocitos son una poblacién derivada de monocitos sanguineos periféricos que se diferencian in
vitro e in vivo en células tipo fibroblasto. Entran rapidamente en sitios de herida y son capaces de presentar antigeno a
células T. Su fenotipo esta compuesto por marcadores tanto hematopoyéticos tales como CD45 y MHC de clase Il, como
marcadores estromaticos, tales como colageno | y fibronectina. Sin embargo, para identificar estas células, las PBMC
generalmente se cultivaron durante 1-2 semanas en medio que contenia suero.

Para caracterizar si las células observadas en el sistema eran fibrocitos, se eliminaron las células T de las PBMC
con anti-CD3, las células B con anti-CD19, los monocitos con anti-CD14 o todas las células presentadoras de antigeno con
anti-HLA clase Il y después se cultivaron en condiciones sin suero durante 6 dias. La eliminacion de las PBMC con anti-CD3
0 anti-CD19 no eliminaba las células tipo fibroblasto de las PBMC cuando se cultivaban en cultivos sin suero (datos no
mostrados). La eliminacion de las células presentadoras de antigeno con anti-HLA clase Il o monocitos con el anticuerpo
anti-CD14 no evitaba la aparicién de células tipo fibroblasto, lo que indica que las células tipo fibroblasto se obtienen de
monocitos y no de una poblacién de células dendriticas.

Para caracterizar adicionalmente las células tipo fibroblasto, se cultivaron PBMC en medio sin suero durante 5 dias
en portaobjetos de vidrio. Las células después se secaron al aire, se fijaron en acetona y se marcaron con una diversidad de
anticuerpos (Tabla 1 y Figura 2). Los fibrocitos expresan CD11a, CD11b, CD45, CD80, CD86, MHC clase IlI, colageno |,
fibronectina, los receptores de quimioquina CCR3, CCR5, CCR7, CXCR4 y actina o de musculo liso. En las condiciones de
cultivo anteriores, las células tipo fibroblasto en el presente experimento también expresaban todos estos marcadores. Los
fibrocitos son negativos para CD1a, CD3, CD19, CD38 y vVWF, como las células tipo fibroblasto en el presente experimento.
En base a estos datos parece que las células tipo fibroblasto observadas en los experimentos eran fibrocitos. Se realizaron
experimentos adicionales para extender este fenotipo. En las condiciones anteriores, los fibrocitos expresaban varias
integrinas B1 incluyendo al (CD49a), a2 (CD49b), a5 (CD49e), B1 (CD29) y B3 (CD61) junto con elevados niveles de B2
(CD18), pero eran negativos para o3, a4, a6, a4p7, oaE y CLA (Figura 2 y Tabla 1).

Tabla 1: Expresion de marcadores superficiales en fibrocitos

Marcador Nombre alternativo Expresién de fibrocitos
CDlla LFA-1 positivo
CD11b Mac-1 positivo
CDllc positivo
CD13 positivo
CD18 Integrina 2 positivo
CD29 Integrina 1 positivo
CD34 positivo
CD40 positivo débil
CD45 LCA positivo
CD49a Integrina a1 positivo débil
CD49b Integrina 0.2 negativo
CD49%e Integrina o5 positivo
CD51 positivo
CD54 ICAM-1 positivo
CD58 LFA-3 positivo
CD61 Integrina 3 positivo
CD80 B7-1 positivo débil
CD86 B7-2 positivo
CD105 Endoglina positivo
CD148 positivo
MHC clase Il positivo
CD162 PSGL-1 positivo
CCR1 positivo débil
CCR3 positivo débil
CCR4 positivo débil
CCR5 positivo débil
CCR7 positivo débil
CCR9 positivo débil
CXCR1 positivo
CXCR3 positivo
CXCR4 positivo débil
Colageno | positivo
Colageno llI positivo
Fibronectina positivo
Actina a de musculo liso positivo
Vimentina positivo
CDla negativo
CD3 negativo
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CD10 negativo
CDh14 negativo
CD19 negativo
CD25 negativo
CD27 negativo
CD28 negativo
CD38 negativo
CD49c Integrina o3 negativo
CD49d Integrina o4 negativo
CD4of Integrina o6 negativo
CD69 negativo
CD70 CD27-L negativo
CD90 negativo
CD103 Integrina oE negativo
CD109 negativo
CD154 CD40-L negativo
adp7 negativo
CLA negativo
CCR2 negativo
CCR6 negativo
CXCR2 negativo
CXCR5 negativo
CXCR6 negativo
Citoqueratina negativo
VWF negativo

Para obtener los datos de la Tabla 1, se cultivaron PBMC en pocillos de portaobjetos de vidrio de 8 pocillos a 2,5 x 10°
células por ml (400 ul por pocillo) en medio sin suero durante 6 dias. Las células después se secaron al aire, se fijaron en
acetona y se tifieron por inmunoperoxidasa. Las células se valoraron positivas o negativas para los antigenos indicados, en
comparacién con anticuerpos de control de isotipo coincidente.

EJEMPLO 3: CARACTERIZACION DEL FACTOR INHIBIDOR DE FIBROCITOS

La caracterizacion inicial del factor sérico que evita la rapida diferenciacion de fibrocitos indicé que el factor era una
molécula de unién a heparina que eluia de una columna de intercambio iénico (High Q) como una de cuatro proteinas. Por
secuenciacion de fragmentos tripticos de la proteina en una banda cortada de un gel nativo, una de estas proteinas se
identific6 como la proteina de unién a C4b (C4BP). La proteina de union a C4b es una proteina de 570 kDa, compuesta por
siete cadenas alfa (70 kDa) y habitualmente una Unica cadena beta (40 kDa), que esta implicada en la regulacién de la
descomposicién de los componentes C4b y C2a del sistema del complemento. C4BP también interacciona con la proteina S
anticoagulante dependiente de vitamina K. El complejo C4BP/proteina S puede purificarse de suero o plasma usando
precipitacion con BaCl,.

Para evaluar si C4BP, o una proteina asociada, era el factor responsable de inhibir la diferenciacion de fibrocitos,
se traté plasma citrado con BaCl,. El factor inhibidor estaba presente en el precipitado de BaCl, (FIGURA 3 y Tabla 2). Esta
fraccion se aplicé a una columna de heparina y las fracciones, eluidas por aumento de las concentraciones de NaCl, se
evaluaron para su capacidad de inhibir la diferenciacién de monocitos en fibrocitos en medio sin suero. El factor activo se
eluy6 de la columna de heparina en un pico a NaCl 200 mM (FIGURA 3 y Tabla 2). Un ligero aumento en el rendimiento
sugirié que esta etapa puede haber eliminado un factor que interferia ligeramente con la actividad del factor.

Las fracciones del pico de 200 mM se combinaron y se fraccionaron adicionalmente por cromatografia de
intercambio i6nico High Q. Un pequefio pico que eluia a NaCl 300 nM contenia actividad que inhibia la diferenciaciéon de
fibrocitos. El andlisis de las proteinas presentes en esta fraccién indicé que la banda principal era una proteina de 27 kDa.
Aungue la cromatografia de intercambio i6nico condujo a una reduccién en la cantidad de SAP recuperado (FIGURA 3A,
carriles 8-10 y FIGURA 3D, carriles 8-10) esta capa no eliminaba varias proteinas contaminantes. Después de la etapa de
intercambio ionico, el Unico contaminante discernible era albimina a 65 kDa (FIGURA 3A, carril 10).

La fracciéon High Q se concentré y se fraccioné por electroforesis en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante,
seguido por elucion del material en trozos de gel. Una Unica banda que migraba a aproximadamente 140 kDa era capaz de
inhibir la diferenciacion (FIGURA 3B). Esta banda tenia un peso molecular de 27 kDa en un gel de poliacrilamida reductor, lo
que sugiere que la conformacion activa de la proteina era un pentamero (FIGURA 3C). Esta banda se escindi6é del gel, se
digiri6 con tripsina y se analiz6 por espectrometria de masas MALDI. Se identificaron tres péptidos principales y dos
péptidos minoritarios: VFVFPR, VGEYSLYIGR, AYSLFSYNTQGR, QGYFVEAQPK y IVLGQEQDSYGGK. Estas secuencias
coincidian exactamente con las secuencias de los aminoacidos 8-13, 68-77, 46-57, 121-130 y 131-143 del amiloide P sérico.
Para confirmar que las fracciones activas contenian SAP, las fracciones recogidas de la cromatografia en columna se
analizaron por transferencia de western (FIGURA 3D). La presencia de SAP a 27 kDa se detect6 en todas las fracciones
que inhibian la diferenciacion de fibrocitos (FIGURA 3D, carriles 6, 8, 10 y 11). Estaba presente una cantidad considerable
de SAP en el sobrenadante de la etapa de precipitacién con BaCl,, lo que indica que este procedimiento era ineficaz, con
una recuperacion solo de aproximadamente el 10-15% de la actividad inhibidora de fibrocitos en el sedimento de BaCl,
(FIGURA 3A, carril 2). Para eliminar el problema conocido de anticuerpos anti-SAP que se unen a inmunoglobulinas cuando
se usan con transferencia de western, el anticuerpo se preincubé con IgG humana unida a agarosa. Las fracciones también
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se analizaron para la presencia de CRP, C4BP y proteina S. La transferencia de western indicé que C4BP y la proteina S
estaban presentes en el plasma, y en la precipitacion con bario, pero estaban ausentes de las fracciones activas recogidas
de la cromatografia con heparina (datos no mostrados).

Tabla 2: Recuperacién de proteina y actividad inhibidora de fibrocitos de plasma humano fraccionado

Volumen (ml) Proteina Proteina total (mg) Rendimiento (%)
(mg/ml)
Plasma 250 70 17.500 100
Sobrenadante de BaCl, 240 60 14.400 82,3
Precipitado de BaCl, 31 1 31 0,18
Fraccion de heparina 4,3 0,25 1,075 0,006
Fraccion de High Q 1,96 0,05 0,098 0,00056
Corte de gel 0,075 0,025 0,0018 0,00001
Actividad Actividad total [ Rendimiento (%) Actividad especifica (U/mg)
(U/ml) )
Plasma 10.000 2,5x10° 100 143
Sobrenadante de BaCl, 6.666 1,6 x 10° 64 111
Precipitado de BaCl, 1.666 5,1 x 107 2 1.645
Fraccion de heparina 500 2.150 0,086 2000
Fraccion de High Q 400 720 0,029 7.300
Corte de gel 2000 150 0,006 80.000

El plasma se fraccion6 por precipitacion con BaCl;, heparina y cromatografia de intercambio iénico. Las
concentraciones de proteina se evaluaron por espectrofotometria a 280 nm. La inhibicion de la diferenciacion de fibrocitos
se evalud por morfologia. La actividad inhibidora de fibrocitos de una muestra se definié como el reciproco de la dilucién a la
que inhibia la diferenciacion de fibrocitos en un 50%, cuando se afiadia a medio sin suero.

El SAP también puede detectarse por ELISA usando la siguiente metodologia:

Se recubrieron placas de 96 pocillos Maxisorb (Nalge Nunc International, Rochester, NY) durante una noche a 4°C
con anticuerpo monoclonal anti-SAP (SAP-5, Sigma) en tampdn carbonato sédico 50 nM pH 9,5. Las placas
después se incubaron en solucion salina tamponada con Tris pH 7,4 (TBS) que contenia BSA al 4% (TBS-BSA al
4%) para inhibir la unién no especifica. El suero y las proteinas purificadas se diluyeron a 1/1000 en TBS-BSA al
4%, para evitar que SAP se agregara y se incubdé  durante 60 minutos a 37°C. Las placas después se lavaron en
TBS que contenia Tween-20 al 0,05%. Se us6 anticuerpo policlonal de conejo  anti-SAP  (BioGenesis)
diluido 1/5000 en TBS-BSA al 4% como anticuerpo de deteccion. Después del lavado, se afiadieron 100 pg/ml
de (Fab)2 de cabra biotinilado anti-conejo (Southern Biotechnology Inc.) diluido en TBS-BSA al 4% durante
60 minutos. Los anticuerpos biotinilados se detectaron por ExtrAvidina peroxidasa (Sigma). El sustrato de
peroxidasa no diluido 3,3,5,5-tetrametil-benzidina (TMB, Sigma) se incubd durante 5 minutos a temperatura
ambiente antes de detener la reaccion con HCI 1 N y se leyo a 450 nm (BioTek Instruments, Winooska, VT). El
ensayo era sensible a 200 pg/ml.

EJEMPLO 4: ESPECIFICIDAD DEL AMILOIDE P SERICO

El amiloide P sérico es una proteina plasmatica constitutiva y esta muy relacionada con CRP, la proteina de fase
aguda principal en seres humanos. Para evaluar si otras proteinas plasmaticas también podian inhibir la diferenciacion de
fibroblastos, se cultivaron PBMC en medio sin suero en presencia de SAP, CRP, C4b o proteina S purificada disponibles en
el mercado. El SAP disponible en el mercado se purificé usando cromatografia de afinidad dependiente de calcio sobre
agarosa no sustituida. De las proteinas ensayadas, solamente SAP era capaz de inhibir la diferenciacion de fibrocitos, con
una actividad inhibidora maxima a 10 u%//ml (FIGURA 4). Una curva de dilucién indicaba que el SAP disponible en el
mercado tenia aproximadamente 6,6 x 10° unidades/mg de actividad (FIGURA 4). El suero y el plasma contenian entre 30-
50 pg/ml de SAP. Los fibrocitos comenzaban a aparecer a una dilucién de plasma del 0,5%, que seria aproximadamente
0,15-0,25 ug/ml de SAP, que es comparable con la concentraciéon umbral de SAP purificado. Los datos que muestran que
SAP purificado usando dos procedimientos diferentes inhibe la diferenciacién de fibrocitos sugieren en gran medida que
SAP inhibe la diferenciacién de fibrocitos.
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Aunque estos datos indican que SAP es capaz de inhibir el desarrollo de fibrocitos y que SAP se purifica de un
modo que indica que es el factor activo en plasma, no se determiné si la eliminacion de SAP del plasma y del suero negaria
la inhibicién. Se elimind SAP del plasma usando perlas de agarosa (BioGel A, BioRad). El plasma se diluyo al 20% en Tris
100 mM pH 8, NaCl 150 mM, tampén CaCl, 5 mM y se mezclé con 1 ml de perlas de agarosa durante 2 horas a 4°C. Las
perlas después se retiraron por centrifugacion y se repitio el proceso. Este plasma desprovisto después se evalué para su
capacidad de inhibir la diferenciacion de fibrocitos. El plasma de control se diluy6 al 20% en Tris 100 mM pH 8, NaCl 150
mM, tampén CaCl, 5 mM que tenia una curva de dilucién similar a la observada con plasma no tratado. En contraste, el
plasma tratado con perlas era menos capaz de inhibir la diferenciacién de fibrocitos a niveles intermedios de plasma. Estos
datos, junto con la capacidad de SAP purificado de inhibir la diferenciacion de fibrocitos, sugieren en gran medida que SAP
es el factor activo en suero y plasma que inhibe la diferenciacion de fibrocitos. (Véase la FIGURA 5).

También se elimind SAP del plasma usando perlas de proteina G recubiertas con anticuerpos anti-SAP. La
eliminacion de SAP condujo a una reduccion significativa en la capacidad del plasma de inhibir la diferenciacion de fibrocitos
en comparacion con plasma, o plasma tratado con perlas recubiertas con anticuerpos de control (p<0,05) (FIGURA 5B). Las
perlas recubiertas con anticuerpos de control no eliminaban parte de la actividad inhibidora de fibrocitos del plasma, pero
esto no era significativamente diferente de las células cultivadas con plasma. Esto probablemente refleja la unién de SAP a
la agarosa en las perlas de proteina G. Estos datos, junto con la capacidad de SAP purificado de inhibir la diferenciacion de
fibrocitos, sugieren en gran medida que SAP es el factor activo en suero y plasma que inhibe la diferenciacion de fibrocitos.

EJEMPLO 5: ANTICUERPOS Y PROTEINAS

La CRP humana purificada, el amiloide P sérico, la proteina S y C4b se adquirieron de Calbiochem (San Diego,
CA). Los anticuerpos monoclonales contra CD1a, CD3, CD11a, CD11b, CD11c, CD14, CD16, CD19, CD34, CD40, Pan
CD45, CD64, CD83, CD90, HLA-DR/DP/DQ, IgM de ratén, IgG1 de ratén y IgG2a de ratén fueron de BD Pharmingen (BD
Biosciences, San Diego, CA). Los anticuerpos para el receptor de quimioquinas se adquirieron de R and D Systems
(Minneapolis, MN). El anticuerpo de conejo anti-colageno | fue de Chemicon International (Temecula, CA), la proteina de
unién a C4b monoclonal fue de Green Mountain Antibodies (Burlington, VE), el anticuerpo de oveja anti-proteina de union a
C4b humana fue de The Binding Site (Birmingham, UK), el anticuerpo monoclonal anti-CRP fue de Sigma (St. Louis, MO). El
anticuerpo de conejo policlonal anti-proteina S fue de Biogenesis (Poole, Dorset, UK).

EJEMPLO 6: SEPARACION CELULAR

Las células mononucleares sanguineas periféricas se aislaron de capas leuco-plaquetarias (Gulf Coast Regional
Blood Center, Houston, Texas) por centrifugacion Ficoll-Paque (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) durante 40
minutos a 400 x g. La eliminacion de los subconjuntos de leucocitos especificos se realizé6 usando seleccién negativa
usando Dynabeads magnéticas (Dynal Biotech Inc. Lake Success, NY), como se ha descrito previamente. En resumen, las
PBMC se incubaron con anticuerpos primarios durante 30 minutos a 4°C. Las células después se lavaron y se incubaron con
Dynabeads recubiertas con anticuerpo de cabra anti-lgG de raton durante 30 minutos, antes de la eliminacién de las células
recubiertas con anticuerpo por selecciébn magnética. Este proceso se repiti6 dos veces. Las células seleccionadas
negativlameinte estaban de forma rutinaria en un exceso de pureza del 98% determinado por marcaje con anticuerpo
monoclonal.

EJEMPLO 7: CULTIVO CELULAR Y ENSAYO DE DIFERENCIACION DE FIBROCITOS

Las células se incubaron en medio sin suero: RPMI (GibcoBRL Life, Invitrogen, Carlsbad, California, USA)
suplementado con HEPES 10 mM (GibcoBRL/Life), glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina y 100 ng/ml de estreptomicina,
albumina sérica bovina al 0,2% (BSA, Sigma), 5 pg/ml de insulina (Sigma), 5 pg/ml de transferrina saturada con hierro
(Sigma) y 5 ng/ml de selenita sédica (Sigma). Se ahadieron suero humano normal (Sigma), plasma humano normal (Gulf
Coast Regional Blood Center) o suero de ternera fetal (Sigma), fracciones de columna, sueros y fluido sinovial de pacientes
0 proteinas purificadas a las concentraciones indicadas. Las muestras de los pacientes se obtuvieron de un banco
disponible para los investigadores en la University of Texas Medical School en Houston. Este banco mantiene confidencial la
informacion del paciente y cumple todas las directrices NIH.

Las PBMC se cultivaron en placas de cultivo tisular de 24 6 96 pocillos en volimenes de 2 ml o 200 pl,
respectivamente (Becton Dickinson, Flankin Lakes, NJ) a 2,5 x 10° células por ml en un incubador humidificado que contenia
CO2 al 5% a 37°C durante los tiempos indicados. Se enumeraron los fibrocitos en 5 campos diferentes de 900 um de
diametro de vision por morfologia en cultivos viables como células adherentes con una morfologia alargada en forma de
huso distinta de los linfocitos pequefios 0 monocitos adherentes. Como alternativa, las células se secaron al aire, se fijaron
en metanol y se tifieron con hematoxilina y eosina (Hema 3 Stain, VWR, Houston, TX). Los fibrocitos se contaron usando el
criterio anterior y la presencia de un ndcleo oval. La enumeramon de los fibrocitos se realizé en células cultivadas durante 6
dias en placas de 96 pocillos de fondo plano, con 2,5 x 10* células por pocillo. Ademas, la identidad de los fibrocitos se
confirmd por tincién con inmunoperoxidasa (véase a continuacion). La actividad inhibidora de fibrocitos de una muestra se
definié como el reciproco de la dilucién a la que inhibia la diferenciacién de fibrocitos en un 50%, cuando se afiadia a medio
sin suero.

EJEMPLO 8: PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE PROTEINAS SERICAS Y PLASMATICAS

Se descongelaron rapidamente 100 ml de suero o plasma humano congelado a 37°C y se afiadieron inhibidor de
proteasa "Completo" 1x (Roche, Indianapolis, IN, USA), benzamidina HCl 1 mM (Sigma) y Pefabloc 1 mM (AEBSF:
clorhidrato de fluoruro de 4-(2-aminoetil)-bencenosulfonilo, Roche). Todas las etapas posteriores se realizaron en hielo o a
4°C. Se realiz6 adsorcién en citrato de bario del plasma como se ha descrito previamente. El precipitado se recogié por
centrifugacién a 10.000 x g durante 15 minutos, se resuspendié en 20 ml de BaCl, 100 mM mas inhibidores y se volvio a
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centrifugar. Después de dos rondas de lavado, el sedimento se resuspendié a 20 ml en tampén fosfato sédico 100 mM pH
7,4 que contenia EDTA 5 mM y benzamidina HCI 1 nM y se dializ6 durante 24 horas frente a tres cambios de 4 litros del
mismo tampon.

La cromatografia se realizé usando un sistema Econo (Bio-Rad, Hercules, CA) recogiendo muestras de 1 ml con un
caudal de 1 ml/min. El precipitado de citrato de bario dializado se cargd en una columna de heparina Hi-Trap de 5 ml
(Amersham Biosciences) y la columna se lavo extensivamente en tampon fosfato sédico 10 mM pH 7,4 hasta que la
absorbancia a 280 nm volvié a la medida inicial. EI material unido se eluyé con un gradiente por etapas de 15 ml cada uno
de NaCl 100, 200, 300 y 500 mM en tampon fosfato sédico 100 mM pH 7,4. Las fracciones que inhibian la diferenciacion de
monocitos en fibrocitos eluia a NaCl 200 mM. Estas se combinaron (2 ml) y se cargaron en una columna Econo-Pak High Q
de 5 ml. Después de lavar la columna en tampén fosfato 10 mM, el material unido se eluy6 con el gradiente por etapas como
anteriormente, eluyendo la fraccién activa a NaCl 300 mM.

Las fracciones activas de la cromatografia High Q se concentraron a 200 ul usando Aquacide Il (Calbiochem) y
después se cargaron en geles de poliacrilamida nativos al 4-20% (BMA, BioWhittaker, Rockland, ME) como se ha descrito
previamente. Después de la electroforesis, los carriles del gel se cortaron en trozos de 5 mm, se mezclaron con 200 pl de
fosfato sodico 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5mM pH 7,4 que contenia benzamidina HCI 1 mM, se trituraron con una
pequefia mano de mortero en un tubo eppendorf y se colocaron en un mezclador de extremo a extremo a 4°C durante 3
dias. Las proteinas que eluyeron del gel se analizaron para su actividad. Para obtener las secuencias de aminoécidos, las
proteinas eluidas de los trozos de gel se cargaron en un gel al 4-20% con &cido tioglicélico 100 uM en la cAmara superior
(Sigma). Después de la electroforesis, el gel se tifié rapidamente con azul brillante de Coomasie, se destifig, y las bandas se
escindieron del gel. La secuenciacién de aminoacidos la realiz6 el Dr. Richard Cook, Protein Sequencing Facility,
Departament of Immunology, Baylor College of Medicine.

EJEMPLO 9: TRANSFERENCIA DE WESTERN

Para la transferencia de western, las muestras de plasma y suero se diluyeron 1:500 en fosfato sédico 10 mM pH
7,4. Las fracciones de las columnas de heparina y High Q no se diluyeron. Las muestras se mezclaron con tampén de
muestra de Laemmeli que contenia DTT 20 mM y se calentaron a 100°C durante 10 minutos. Las muestras se cargaron en
geles de Tris/glicina poliacrilamida al 4-20% (Cambrex). Las muestras para los geles nativos se analizaron en ausencia de
DTT o SDS. Las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (Immobilon p, Millipore, Bedford, MA) en tampon
Tris/glicina/SDS que contenia metanol al 20%. Los filtros se bloquearon con solucién salina tamponada con Tris (TBS) pH
7.4 que contenia BSA al 5%, proteina de leche desnatada al 5% y Tween 20 al 0,1% a 4°C durante 18 horas. Los
anticuerpos primarios y secundarios biotinilados se diluyeron en TBS pH 7,4 que contenia BSA al 5%, proteina de leche
desnatada al 5% y Tween 20 al 0,1% usando diluciones optimas predeterminadas (datos no mostrados) durante 60 minutos.
Se us6 ExtrAvidina-peroxidasa (Sigma) diluida en TBS pH 7,4 que contenia BSA al 5% y Tween 20 al 0,1% para identificar
el anticuerpo biotinilado y la quimioluminiscencia (ECL, Amersham Biosciences) para visualizar el resultado.

EJEMPLO 10: INMUNOHISTOQUIMICA

Las células cultivadas en portacbjetos de vidrio de microscopio de 8 pocillos (Lab-Tek, Nalge Nunc International,
Naperville, IL) se secaron al aire antes de su fijacién en acetona durante 15 minutos. La peroxidasa endogena se inactivd
durante 15 minutos con H;O; al 0,03% y después se bloqued la unién no especifica por incubacién en BSA al 2% en PBS
durante 60 minutos. Los portaobjetos se incubaron con anticuerpos primarios en PBS que contenia BSA al 2% durante 60
minutos. Se usaron anticuerpos irrelevantes de isotipo coincidente como controles. Los portaobjetos después se lavaron en
tres cargas de PBS durante 15 minutos y se incubaron durante 60 minutos con anticuerpo de cabra anti-lg de ratén
biotinilado (BD Pharmingen). Después del lavado, los anticuerpos biotinilados se detectaron por ExtrAvidina peroxidasa
(Sigma). La tincion se revelé con DAB (Diaminobenzadina, Sigma) durante 3 minutos y se tifid con contraste durante 30
segundos con hemalumbre de Mayer (Sigma).

EJEMPLO 11: EXPRESION DE MARCADORES DE SUPERFICIE SOBRE FIBROCITOS

Se cultivaron PBMC en los pocillos de portaobjetos de vidrio de 8 pocillos a 2,5 x 10° células por ml (400 pl por
pocillo) en medio sin suero durante 6 dias. Las células después se secaron al aire, se fijaron en acetona y se tifieron por
inmunoperoxidasa. Las células se valoraron positivas 0 negativas para los antigenos indicados, en comparacion con
anticuerpos de control de isotipo coincidente.

EJEMPLO 12: RECUPERACION DE PROTEINA Y ACTIVIDAD INHIBIDORA DE FIBROCITOS A PARTIR DE PLASMA
HUMANO FRACCIONADO

El plasma se fraccion6 por precipitacion con BaCl;, heparina y cromatografia de intercambio iénico. Las
concentraciones de proteina se evaluaron por espectrofotometria a 280 nm. La inhibicion de la diferenciacién de fibrocitos
se evalud por morfologia. La actividad inhibidora de fibrocitos de una muestra se definié como el reciproco de la dilucién a la
que inhibia la diferenciacion de fibrocitos en un 50%, cuando se afiadia a medio sin suero.

EJEMPLO 13: IL-12
Los experimentos han demostrado que la IL-12 es capaz de promover la diferenciacion de fibrocitos in vitro.

) Especificamente, se cultivaron células mononucleares sanguineas periféricas en medio sin suero en presencia de
diversas citoquinas (véase la FIGURA 6A). Concentraciones de IL-12 por encima de aproximadamente 5 ng/ml inhibian la
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cantidad de fibrocitos en cultivo (véase la FIGURA 6B). Esto indica que la IL-12 es capaz de suprimir la diferenciacion de los
precursores de fibrocitos en fibrocitos maduros.

EJEMPLO 14: LAMININA-1

El proceso de cruzar el endotelio y la membrana basal induce sefiales de activacién y diferenciacion en los
monocitos. Por lo tanto, se realizaron experimentos para determinar si las proteinas de matriz extracelular tenian efecto
sobre la diferenciacion de los fibrocitos. Se unieron proteinas de matriz extracelular a placas de cultivo tisular de 96 pocillos
durante 18 horas a 4°C en tamp6n carbonato 50 nM pH 9,5. Se diluyeron pronectina-F y pronectina-L en PBS. Las placas se
lavaron en PBS, y se incubaron durante 60 minutos a 37°C en PBS que contenia albumina sérica bovina al 2%, para evitar
la unién no especifica. Las placas se lavaron con PBS y después medio de cultivo tisular. Después se afiadieron células
mononucleares sanguineas periféricas (PBMC) y se cultivaron durante 4 dias. La diferenciacion de los fibrocitos no estaba
afectada por el cultivo en una amplia diversidad de proteinas ECM, incluyendo colagenos, fibronectina y vitronectina. Sin
embargo, el cultivo de PBMC con laminina-1 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) o pronectina-F (Sanyo Chemical Industries Inc,
Kyoto, Japén) condujo a una reduccion significativa en la cantidad de fibrocitos (véase la FIGURA 7A) (p<0,0001). La
pronectina-F es una construccién de la proteina de la seda y repeticiones de la secuencia de adhesion canénica RGD de la
fibronectina. La pronectina-L es una construccién similar a la pronectina-F, con la secuencia de aminoacidos IKVAV, de la
cadena ol de laminina.

Se realizaron experimentos adicionales para determinar si otras proteinas de laminina podian suprimir la
diferenciacion de fibrocitos. La laminina 10/11 (Chemicon, Temecula, CA), una segunda laminina disponible en el mercado,
no era capaz de inhibir la diferenciacion de fibrocitos, en comparacion con la laminina-1 (véase la FIGURA 7B).

Estos datos sugieren que secuencias especificas para laminia-1, fuera de la regiéon IKVAV, y ausentes en la
laminina-10 y 11, pueden ser responsables del efecto supresor sobre la diferenciacién de los fibrocitos.

EJEMPLO 15: ESTUDIOS DE ANTICUERPOS

SAP y CRP aumentan la fagocitosis y se unen a receptores Fcy en una diversidad de células. CRP se une con
elevada afinidad a FcyRIlI (CD32), una baja afinidad a FcyRI (CD64), pero no se une a FcyRIIl (CD16). SAP se une a los tres
receptores clasicos Fcy, con preferencia por FcyRI y FcyRIl. Los monocitos expresan de forma constitutiva FcyRIl. Como este
receptor se une a lgG monomérica, esta saturado in vivo. Para determinar si la presencia de IgG humana monomeérica podia
evitar que SAP inhibiera la diferenciacion de fibrocitos, se cultivaron PBMC en medio sin suero en presencia de un intervalo
de concentraciones de IgG monomérica durante 60 minutos. Después se afiadié SAP, a las concentraciones indicadas en la
FIGURA 8A, y las células se cultivaron durante 4 dias. Como se ha descrito en los ejemplos anteriores, 2,5 ng/ml de SAP en
ausencia de IgG inhibian fuertemente la diferenciacion de los fibrocitos (véase la FIGURA 8A). La IgG monomérica en un
intervalo de 0,1 a 1000 pg/ml, que corresponde a aproximadamente el 0,001 al 10% de suero respectivamente, tenia poco
efecto sobre la supresion de la formacion de fibrocitos por SAP.

Para determinar si el ligamiento y el entrecruzamiento de los receptores Fc también podia influir en la diferenciacion
de los monocitos en fibrocitos, se usaron tres muestras de ensayo; complejos inmunes solubles (ovalbumina-anticuerpo),
complejos inmunes particulados, incluyendo glébulos rojos de oveja opsonizados (SRBC) e IgG agregada por calor. Las
PBMC se cultivaron durante 4 dias con ovalbumina o mAb anti-ovalbimina, lo que mostré que las dos proteinas solas tenian
un efecto moderado sobre la diferenciaciéon de los monocitos en comparacion con cultivos en los que no se afiadia reactivo
(véase la FIGURA 9A). Sin embargo, la adiccion de complejos inmunes ovalbumina:anti-ovalbimina conducia a una
reduccidn significativa en la cantidad de fibrocitos diferenciados (véase la FIGURA 9A). Se observo un efecto similar cuando
se cultivaban PBMC con SRBC opsonizadas. Las SRBC opsonizadas con anticuerpo de conejo anti-SRBC a proporciones
de SRBC:monocito de 20:1 y 40:1 suprimian significativamente la diferenciacion de los fibrocitos en comparacion con
células cultivadas con SRBC solas (véase la FIGURA 9B). Finalmente, las PBMC cultivadas con IgG agregada por calor,
pero no F(ab), agregado por calor, también mostraban potente inhibicién de la diferenciacion de los fibrocitos (véase la
FIGURA 9C). Estos datos juntos sugieren que el ligamiento y el entrecruzamiento de receptores Fc es un supresor de la
diferenciacion de monocitos en fibrocitos.

La observacion de que los complejos inmunes inhiben la diferenciacién de los fibrocitos sugiere que uno o mas
FcyR influyen en la diferenciacion de los fibrocitos. Para examinar el papel de FcyR en la diferenciacion de los fibrocitos, se
cultivaron PBMC en presencia o ausencia de anticuerpos bloqueantes contra FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) o FcyRIIl (CD16)
antes de la adiccién de SAP, o como CRP de control. Cuando se pre-incubaron las muestras con un mAb bloqueante para
cada uno de los tres FcyR, SAP posteriormente era capaz de suprimir moderadamente la diferenciacion de los fibrocitos. Sin
embargo, en ausencia de SAP afiadido de forma exdgena, el mAb bloqueante de FCyRI (CD64) tenia un efecto profundo
sobre la diferenciacion de los fibrocitos. La incubacién de las PBMC con mAb bloqueante contra FcyRI, pero no FcyRIl o
FcyRIIl, promovia la diferenciacion de los fibrocitos en comparacién con células cultivadas con mAb de control de isotipo
coincidente o células cultivadas sin mAb (P < 0,01) (véase la FIGURA 10). Estos datos sugieren que el SAP o la IgG,
pueden haberse producido por algunas células del sistema de cultivo durante 4 dias, o que el SAP o la IgG se retenian por
las células de la sangre. La transferencia de western no logré6 demostrar la presencia de SAP o IgG después de que las
células se hubieran cultivado durante 4 dias in vitro. Esto sugiere que el mAb bloqueante de FcyRI tiene un efecto directo
sobre la diferenciacion de fibrocitos o que el SAP o la IgG estan solamente presentes durante los primeros momentos
puntuales del cultivo celular.
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Aungue anteriormente se han descrito solamente realizaciones ejemplares de la invencion de forma especifica, se
apreciara que son posibles modificaciones y variaciones de estos ejemplos sin alejarse del espiritu y alcance pretendido de
la invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion que comprende amiloide P sérico (SAP) o una parte del mismo, que se une a receptores Fcy e inhibe
la diferenciacion de fibrocitos a partir de monocitos, para su uso en un método para el tratamiento o prevencion de la
fibrosis.

2. La composicion de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente un componente adicional seleccionado entre
el grupo compuesto por: IL-12, laminina-l, agregados de IgG, IgG entrecruzada, y combinaciones de las mismas.

3. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el SAP se proporciona a una concentracion suficiente para elevar
la concentracién de SAP en las localizaciones diana hasta al menos aproximadamente 0,5 pg/ml.

4. La composicion de la reivindicacion 1, donde la composicién es para administracion tépica.

5. La composicion de la reivindicacion 1, donde la composicion es para administracion por inyeccion.

6. La composicion de la reivindicacion 1, donde la composicién es para administracion por inhalacion.

7. La composicién de la reivindicaciéon 1, en la que el SAP o parte del mismo incluye una o mas secuencias

seleccionadas entre KERVGEYSLYIGRHKVTPKVIEKFP (SEC.ID.N° 1), ILSAYQGTPLPA (SEC.ID.N° 2) y IRGYVIIKPLV
(SEC.ID.N° 3).

8. La composicion de la reivindicacion 1, en la que la fibrosis es el resultado de una afeccion o trastorno seleccionado
entre esclerodermia, asma, cicatrizacién queI0|de artritis reumatoide, lupus, dermopatia fibrosante nefrogénica, lesiones
fibréticas tales como las formadas después de infeccién con Schistosoma japonicum, enfermedades autoinmumes, fibrosis
patogénica, enfermedad de Lyme, remodelado estromético en pancreatitis y fibrosis estromatica, fibrosis pulmonar
idiopatica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis pulmonar, y combinaciones de las mismas.
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