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DESCRIPCIÓN 

Tratamiento de la fibrosis mediante el antagonismo de la IL-3 y de las cadenas del receptor de IL-3 

La presente solicitud es una continuación en parte de la solicitud con nº de serie 08/841.751, presentada el 30 de 
abril, 1997, que es una solicitud divisional de la solicitud con nº de serie 08/609.572, presentada el 1 de marzo, 1996. 

Campo de la invención 

La presente invención se refiere al tratamiento y a la inhibición de la fibrosis mediante el antagonismo de la 
interacción de la IL-3 con su receptor y con los componentes del receptor. 

Antecedentes de la invención 

Se conoce la existencia de una diversidad de moléculas reguladoras, denominadas citoquinas, que incluyen a la 
interleuquina-13 (IL-13). Se divulgan diversas formas de la proteína de IL-13 y ADN que codifica diversas formas de 
actividad IL-13 en McKenzie et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:3735 (1993); Minty et al., Nature, 362:248 (1993); y 
Aversa et al., documento WO 94/04680. Por tanto, el término “IL-13” incluye proteínas que tienen la secuencia y/o 
actividad biológica divulgada en estos documentos, producidas mediante técnicas de modificación genética 
recombinante, purificadas a partir de fuentes celulares que producen el factor de modo natural o tras una inducción 
con otros factores, o sintetizadas mediante técnicas químicas, o una combinación de lo anterior. 

La IL-13 es una citoquina que se ha implicado en la producción de diversas actividades biológicas que incluyen la 
induccón de la conmutación de IgG e IgE, incluyendo en células B inmaduras humanas (Punnonen et al., J. 
Immunol., 152:1094 (1994)); la inducción de la transcripción de la transcripción de la cadena pesada () de IgE de la 
línea germinal y la expresión de CD23 en células B humanas normales (Punnonen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
90:3730 (1993)); y la inducción de la proliferación de células B en presencia de CD40L o mAb anti9-CD40 (Cocks et 
al., Int. Immunol., 5:657 (1993)). Aunque muchas actividades de IL-13 son similares a las de IL-4, en contraste con la 
IL-4, la IL-13 no tiene efectos estimulantes del crecimiento sobre células T activadas o clones de células T (Zurawski 
et al., EMBO J., 12:2663 (1993)). 

Al igual que la mayoría de las citoquinas, la IL-13 muestra ciertas actividades biológicas interaccionando con un 
receptor de IL-13 (“IL-13R”) sobre la superficie de células diana. El IL-13R y el receptor de IL-4 (“IL-4R”) comparten 
un componente común, que se requiere para la activación del receptor; sin embargo, la IL-13 no se une a células 
transfectadas con IL-4R de 130 kD (Zurawski et al., supra). Por tanto, el IL-13R debe contener al menos otra cadena 
de unión al ligando. Los receptores de citoquinas están compuestos habitualmente por dos o tres cadenas. La 
clonación de una cadena de unión al ligando para IL-13 se ha divulgado en fecha reciente (Hilton et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci., 93:497-501). 

Sería deseable identificar y clonar la secuencia para cualquier otra cadena de unión a IL-13 del IL-13R de forma que 
puedan producirse proteínas de IL-13R por diversas razones, incluyendo la producción de productos terapéuticos y 
la búsqueda de inhibidores de la unión de IL-13 al receptor y la señalización del receptor. 

El documento WO 97/31946 describe la cadena de unión a IL-13 del receptor de IL-13 (IL-13bc) e indica que los 
inhibidores de IL-13bc e IL-13R pueden ser útiles para tratar o modular trastornos relacionados con IL-13, tales como 
trastornos alérgicos, asma, enfermedades del complejo inmunológico (tales como lupus, síndrome nefrótico, nefritis, 
glomerulonefritis, tiroiditis y enfermedad de Grave), deficiencias inmunológicas y cáncer. 

Zhu et al. (J. Clin. Invest., 103 (1999), 779) divulgan que la expresión dirigida de la IL-13 en el tejido pulmonar de 
ratones conduce a la inflamación, la hipersecreción de moco, la formación de fibrosis subepitelial, anomalías 
fisiológicas y producción de eotaxina. 

Chiaramonte et al. (J. Immunol., 162 (1999), 920) describen una reducción en el tamaño de granulomas pulmonares 
inducidos por los huevos de Schistosoma mansoni en ratones tras un tratamiento con una proteína de fusión de IL
13R2-Fc soluble. Descubrieron, sin embargo, que el depósito de colágeno, que es un componente principal de los 
depósitos fibróticos en la fibrosis, no se vio afectado en estos ratones. 

El documento WO 96/04388 describe una proteína soluble que tiene actividad antagonista o antagonista parcial de 
IL-4 y/o de IL-13, que comprende un mutante o un variante de IL-4 condensado con al menos un dominio constante 
de inmunoglobulina humana, o su fragmento. El documento WO 96/04388 reivindica el uso, entre otras 
reivindicaciones, de la proteína soluble para la precipitación de composiciones farmacéuticas para tratar trastornos 
que se producen como resultado de acciones indeseables de IL-4 y/o IL-13. 
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La presente invención proporciona el uso de una IL-13bc o su fragmento, que comprende una secuencia de 
aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en (a) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2; (b) la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 22 al 334; (c) la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO:2 desde el aminoácido 357 al 383; (d) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4; (e) la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 26 al 341; (f) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 
desde el aminoácido 263 al 380; y (g) los fragmentos (a)-(f) que tienen una actividad biológica de la cadena de unión 
del receptor de IL-13, para la fabricación de un medicamento para tratar la fibrosis de tejidos en un mamífero. 

Según la presente invención, se divulgan polinucleótidos que codifican las cadenas de unión a IL-13 del receptor de 
interleuquina-13 que incluyen, sin limitación, las de los receptores murino y humano. En ciertas realizaciones, la 
invención proporciona un polinucléotido aislado que comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada del 
grupo que consiste en: 

(a) la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:1 desde el nucleótido 256 al nucleótido 1404; 

(b) la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:3 desde el nucleótido 103 al nucleótido 1242; 

(c) una secuencia de nucleótidos que varía de la secuencia de nucleótidos especificada en (a) o (b) como resultado 
de la degeneración del código genético; 

(d) una secuencia de nucleótidos capaz de hibridarse bajo condiciones rigurosas a los nucleótidos específicados en 
(a) o (b); 

(e) una secuencia de nucleótidos que codifica una especie homóloga a la secuencia especificada en (a) o (b); y 

(f) un variante alélico de la secuencia de nucleótidos especificada en (a) o (b). 

Preferiblemente, la secuencia de nucleótidos codifica una proteína que tiene una actividad biológica del receptor de 
IL-13 humano. La secuencia de nucleótidos puede estar operablemente unida a una secuencia control de la 
expresión. En realizaciones preferidas, el polinucleótido comprende la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:1 
desde el nucleótido 256 al nucleótido 1404; la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:1 desde el nucléotido 319 al 
nucleótido 1257; la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:1 desde el nucléotido 1324 al nucléotido 1404; la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:3 desde el nucléotido 103 al nucleótido 1242; la secuencia de nucleótidos 
de SEQ ID NO:3 desde el nucléotido 178 al nucleótido 1125; o la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO:3 desde el 
nucléotido 1189 al nucleótido 1242. 

La invención también proporciona polinucleótidos aislados que comprenden una secuencia de nucleótidos que 
codifica un péptido o una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que 
consiste en: 

(a) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2; 

(b) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 22 al 334; 

(c) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 357 al 383; 

(d) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4; 

(e) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 26 al 341; 

(f) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 363 al 380; y 

(g) los fragmentos (a)-(f) que tienen una actividad biológica de la cadena de unión del receptor de IL-13. Otras 
realizaciones preferidas codifican la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 1 al 331, y la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 26 al 331. 

También se proporcionan células hospedantes, preferiblemente células de mamífero, transformadas con los 
polinucleótidos. 
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En otras realizaciones, la invención proporciona un procedimiento para producir una proteína IL-13bc. El 
procedimiento comprende: 

(a) cultivar un cultivo de la célula hospedante de la presente invención en un medio de cultivo adecuado; y 

(b) purificar la proteína IL-13bc humana del cultivo. 

También se proporcionan las proteínas producidas según estos procedimientos. 

La presente invención también proporciona una proteína IL-13bc aislada que comprende una secuencia de 
aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en: 

(a) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2; 

(b) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 22 al 334; 

(c) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 357 al 383; 

(d) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4; 

(e) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 26 al 341; 

(f) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 363 al 380; y 

(g) los fragmentos (a)-(f) que tienen una actividad biológica de la cadena de unión del receptor de IL-13. 

Preferiblemente, la proteína comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2; la secuencia desde el 
aminoácido 22 al 334 de SEQ ID NO:2; la secuencia de SEQ ID NO:4; o la secuencia desde el aminoácido 26 al 341 
de SEQ ID NO:4. En otras realizaciones preferidas, la secuencia de aminoácidos especificada es parte de una 
proteína de fusión (con una secuencia de aminoácidos adicional que no se deriva de IL-13bc). Las proteínas de 
fusión preferidas comprenden un fragmento de anticuerpo, tal como un fragmento Fc. Las realizaciones 
particularmente preferidas comprenden la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 1 al 331, 
y la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 26 al 331. 

También se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden una proteína de la presente invención y un 
vehículo farmacéuticamente aceptable. 

La presente invención también proporciona composiciones que comprenden un anticuerpo que reacciona de modo 
específico con una proteína de la presente invención. 

También se proporcionan procedimientos para identificar un inhibidor de la unión de IL-13 al IL-13bc o al receptor de 
IL-13. Estos procedimientos comprenden: 

(a) combinar una proteína IL-13bc o su fragmento con IL-13 o su fragmento, formando dicha combinación una 
primera mezcla de unión; 

(b) medir la cantidad de unión entre la proteína y la IL-13 o el fragmento en la primera mezcla de unión; 

(c) combinar un compuesto con la proteína y la IL-13 o el fragmento para formar una segunda mezcla de unión; 

(d) medir la cantidad de unión en la segunda mezcla de unión; y 

(e) comparar la cantidad de unión en la primera mezcla de unión con la cantidad de unión en la segunda mezcla de 
unión; 

en las que el compuesto es capaz de inhibir la unión de IL-13 a la proteína IL-13bc o al receptor de IL-13 cuando se 
produce una disminución en la cantidad de unión de la segunda mezcla de unión. También se proporcionan 
inhibidores del IL-13R identificados mediante estos procedimientos, y composiciones farmacéuticas que los 
contienen. 
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También se describen procedimientos para inhibir la unión de IL-13 a las proteínas IL-13bc o al receptor de IL-13 en 
un sujeto mamífero, que comprenden administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición que 
contiene una proteína IL-13bc, un inhibidor de IL-13bc o de IL-13R, o un anticuerpo contra una proteína IL-13bc. 

También se proporcionan procedimientos para potenciar la actividad IL-13, que comprenden combinar una proteína 
que tiene actividad IL-13 con una proteína de la presente invención, y poner en contacto dicha combinación con una 
célula que expresa al menos una cadena de IL-13R distinta de IL-13bc. Preferiblemente, la etapa de contacto se 
realiza administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha combinación a un sujeto mamífero. 

Se proporcionan otros procedimientos para tratar un trastorno relacionado con la IL-13 en un sujeto mamífero, 
comprendiendo dicho procedimiento administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición que 
comprende un antagonista de IL-13 y un vehículo farmacéuticamente aceptable. Otros procedimientos proporcionan 
un procedimiento para inhibir la interacción de la IL-13 con una proteína IL-13bc en un sujeto mamífero, que 
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición que comprende un antagonista de 
IL-13 y un vehículo farmacéuticamente aceptable. Preferiblemente, el antagonista se selecciona del grupo que 
consiste en una proteína IL-13bc, una forma soluble de IL-13R1, un anticuerpo contra IL-13 o su fragmento de 
unión a IL-13, un anticuerpo contra IL-13bc o su fragmento de unión a IL-13bc, un anticuerpo contra IL-13R1 o su 
fragmento de unión a IL-13R1, los mutantes de unión a IL-13R de IL-4, una molécula pequeña capaz de inhibir la 
interacción de IL-13 con IL-13bc, y una molécula pequeña capaz de inhibir la interacción de IL-13 con IL-13R1. 

En otras realizaciones, la invención proporciona un procedimiento para tratar la fibrosis de tejidos en un sujeto 
mamífero. El procedimiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición 
farmacéutica que comprende una proteína y un vehículo farmacéuticamente aceptable, en el que la proteína 
comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en: 

(a) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2; 

(b) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 22 al 334; 

(c) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 357 al 383; 

(d) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4; 

(e) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 26 al 341; 

(f) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 363 al 380; y 

(g) los fragmentos (a)-(f) que tienen una actividad biológica de la cadena de unión del receptor de IL-13. 

La invención también proporciona un procedimiento para inhibir la formación de fibrosis de tejidos en un sujeto 
mamífero. El procedimiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición 
farmacéutica que comprende una proteína y un vehículo farmacéuticamente aceptable, en el que la proteína 
comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en: 

(a) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2; 

(b) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 22 al 334; 

(c) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 357 al 383; 

(d) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4; 

(e) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 26 al 341; 

(f) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 363 al 380; y 

(g) los fragmentos (a)-(f) que tienen una actividad biológica de la cadena de unión del receptor de IL-13. 
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Otras realizaciones de la invención proporcionan un procedimiento para tratar o inhibir la fibrosis de tejidos en un 
sujeto mamífero. El procedimiento comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición 
que comprende (a) una molécula seleccionada del grupo que consiste en un antagonista de IL-13 y un antagonista 
de IL-4; y (b) un vehículo farmacéuticamente aceptable. 

En la práctica de dichos procedimientos para tratar o inhibir la fibrosis, preferiblemente la fibrosis de tejidos afecta a 
un tejido seleccionado del grupo que consiste en hígado, epidermis de la piel, endodermis de la piel, músculo, 
tendón, cartílago, tejido cardíaco, tejido pancreático, tejido pulmonar, tejido uterino, tejido neuronal, testículos, ovario, 
glándula adrenal, arterias, venas, colon, intestino delgado, tracto biliar e intestino; lo más preferiblemente, tejido 
hepático (incluyendo tejido infectado con esquistosoma). En ciertas realizaciones, la fibrosis es el resultado de la 
curación de una herida (incluyendo una incisión quirúrgica). 

En la práctica de dichos procedimientos para tratar o inhibir la fibrosis utilizando un antagonista, preferiblemente 
dicho antagonista se selecciona del grupo que consiste en una proteína IL-13bc, una forma soluble de IL-13R1, un 
anticuerpo contra IL-13 o su fragmento de unión a IL-13, un anticuerpo contra IL-13bc o su fragmento de unión a IL
13bc, un anticuerpo contra IL-13R1 o su fragmento de unión a IL-13R1, los mutantes de unión a IL-13R de IL-4, 
una molécula pequeña capaz de inhibir la interacción de IL-13 con IL-13bc, y una molécula pequeña capaz de inhibir 
la interacción de IL-13 con IL-13R1. En realizaciones particularmente preferidas, el antagonista es una proteína IL
13bc que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en:  

(a) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2; 

(b) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 22 al 334; 

(c) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 357 al 383; 

(d) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4; 

(e) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 26 al 341; 

(f) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 363 al 380; y 

(g) los fragmentos (a)-(f) que tienen una actividad biológica de la cadena de unión del receptor de IL-13. 

En otros procedimientos preferidos para practicar dichos procedimientos utilizando un antagonista, el antagonista se 
selecciona del grupo que consiste en una forma soluble de IL-4R, un anticuerpo contra IL-4 o su fragmento de unión 
a IL-4, un anticuerpo contra IL-4R o su fragmento de unión a IL-4R, y una molécula pequeña capaz de inhibir la 
interacción de IL-4 con IL-4R. 

Breve descripción de las figuras 

Figura 1: La figura presenta fotografías de células COS transfectadas con IL-13, IL-4, IL-11 y transfectadas de forma 
simulada después de la exposición a IL-13bc-Fc según se describe en el ejemplo 4 que aparece a continuación. 

Figura 2: Caracterización de los papeles de IL-4 e IL-13 en la patogénesis de la esquistosomiasis. Ratones C57BL/6 
WT (“wild tipe”, de tipo salvaje) y ratones deficientes en IL-4 (4KO) se infectaron con 25 cercarias de Schistosoma 
mansoni y después se sacrificaron en la semana 8 después de la infección para evaluar el tamaño de los 
granulomas hepáticos (panel A), la eosiniofilia de tejidos (panel B), y la fibrosis hepática (panel C). Se trataron otros 
grupos de ratones con control-Fc o sIL-13R2-Fc, según se describe en la sección de “Procedimientos”. Los datos 
mostrados son mediciones procedentes de ratones individuales, y las líneas indican la media para cada grupo. Las 
comparaciones estadísticas se realizaron mediante el ensayo de la t de Student (paneles A y B), y mediante análisis 
de la covarianza (panel C). Las comparaciones significativas y sus valores de p se indican en la figura. Todos los 
datos se reprodujeron en un segundo estudio. 

Figura 3: El colágeno hepático se reduce en ratones infectados/tratados con sIL-13R2-Fc. Se prepararon secciones 
de hígado 8 semanas después de la infección de exposición. Las secciones procedentes de ratones de tipo salvaje 
tratados con control-Fc (paneles A y B) y de ratones tratados con sIL-13R2-Fc que contenían cargas de huevos en 
los tejidos casi idénticas se tiñeron con rojo de picrosirius (paneles A y C), y se iluminaron utilizando luz polarizada 
para destacar las áreas ricas en colágeno (paneles B y D). Las áreas birrefringentes indican una tinción de colágeno 
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positiva, y las áreas mostradas son representativas para cada hígado (magnificación, x40). Las secciones de hígado 
procedentes de ratones tratados con sIL-13R2-Fc mostraron sólo granulomas muy ligeros y colágeno asociado al 
tracto portal, en comparación con los animales control. 

Figura 4: El perfil de citoquinas de tipo Th1/Th2 no se ve afectado por un tratamiento con sIL-13R2-Fc. Se 
infectaron ratones C57BL/6 WT y ratones deficientes en IL-4 (4KO) con 25 cercarias de Schistosoma mansoni, y 
otros grupos de ratones se trataron con control-Fc o sIL-13R2-Fc, según se describe en la sección de 
“Procedimientos”. Se aislaron células del nódulo linfático mesentérico de ratones individuales y se prepararon 
suspensiones de células individuales (3 x 106 células/pocillo en placas de 24 pocillos), y se estimularon sólo con 
medio (cuadrados), con SEA a 20 ug/ml (círculos), o con SEA y 50 ug/ml de mAb anti-CD4 (triángulos). Todas las 
citoquinas se ensayaron en sobrenadantes de cultivo mediante ELISA 72 horas después de la estimulación, según 
se describe en la sección de “Procedimientos”. Los símbolos representan valores para ratones individuales, y las 
barras indican la media dentro de cada grupo. 

Figura 5: La expresión de ARNm de citoquinas de tipo Th2 se reduce en los hígados de ratones deficientes en IL-4 
infectados, pero permanece sin cambios por el bloqueo de IL-13. Se infectaron ratones C57BL/6 WT y ratones 
deficientes en IL-4 (4KO) con 25 cercarias de Schistosoma mansoni, y otros grupos de ratones se trataron con 
control-Fc o sIL-13R2-Fc, según se describe en la sección de “Procedimientos”. Todos los animales se sacrificaron 
en la semana 8 después de la infección, y se prepararon especímenes de hígado para un ánalisis de RT-PCR, según 
se describe en la sección de “Procedimientos”. Los datos mostrados son los valores individuales de 9 a 10 animales 
por grupo, y la barra indica la media dentro de cada grupo. El símbolo “*” indica que los datos son significativamente 
diferentes del grupo de contro-Fc de tipo salvaje, según se determina mediante el ensayo de la t de Student 
(p<0,05). Se muestran los valores medios de cinco ratones de tipo salvaje no infectados (círculos negros) y de cinco 
ratones deficientes en IL-4 no infectados (círculos blancos) en el eje de ordenadas para cada citoquina. Todos los 
datos se reprodujeron en un segundo estudio. 

Figura 6: La expresión del ARNm de colágeno I y colágeno III se reduce en los hígados de ratones tratados con sIL
13R2-Fc infectados, pero permaneció sin cambios cuando existía deficiencia en IL-4. Se infectaron ratones 
C57BL/6 WT y ratones deficientes en IL-4 (4KO) con 25 cercarias de Schistosoma mansoni, y otros grupos de 
ratones se trataron con control-Fc o sIL-13R2-Fc, según se describe en la sección de “Procedimientos”. Todos los 
animales se sacrificaron en la semana 8 después de la infección, y se prepararon especímenes de hígado para un 
ánalisis de RT-PCR, según se describe en la sección de “Procedimientos”. Los datos mostrados son los valores 
individuales de 9 a 10 animales por grupo, y la barra indica la media dentro de cada grupo. El símbolo “*” indica que 
los datos son significativamente diferentes del grupo de control-Fc de tipo salvaje y deficiente en IL-4, según se 
determina mediante el ensayo de la t de Student (p<0,05). Se muestran los valores medios de cinco ratones de tipo 
salvaje no infectados (círculos negros) y de cinco ratones deficientes en IL-4 no infectados (círculos blancos) en el 
eje de ordenadas para cada citoquina. Estos datos se reprodujeron en un segundo estudio. 

Figura 7: La IL-13 induce la síntesis de colágeno de tipo I en fibroblastos 3T3 murinos. Las células se estimularon 
con medio (carril 1), rIL-4 a 1000 unidades/ml (carril 2), o rIL-13 a 20 ng/ml (carriles 3 y 4, de R&D Systems and 
Genetics Institute, respectivamente) durante 48 h. Los lisados de células totales se separaron en un SDS al 6%
PAGE bajo condiciones reductoras, se trasladaron a una membrana de nitrocelulosa y se sondaron con IgG de 
conejo anti-colágeno de tipo I de ratón. El doblete superior y la banda inferior (flechas) se corresponden con el 
colágeno de tipo I de rata purificado separado en el carril 5 (panel A). La figura inferior (panel B) son los valores 
densitométricos (unidades de píxeles arbitrarias). 

Descripción detallada de las realizaciones preferidas 

Los inventores de la presente solicitud han identificado y proporcionado, por primera vez, polinucleótidos que 
codifican la cadena de unión a IL-13 del IL-13R (en lo sucesivo “IL-13bc”) incluyendo, sin limitación, polinucleótidos 
que codifican la IL-13bc murina y humana. 

La SEQ ID NO:1 proporciona la secuencia de nucleótidos de un ADNc que codifica la IL-13bc murina. La SEQ ID 
NO:2 proporciona la secuencia de aminoácidos predicha de la cadena del receptor, incluyendo una secuencia señal 
putativa en los aminoácidos 1-21. Se cree que la IL-13bc murina madura tiene la secuencia de los aminoácidos 22
383 de SEQ ID NO:2. La cadena del receptor murina madura tiene al menos tres dominios diferenciados: un dominio 
extracelular (que comprende aproximadamente los aminoácidos 22-334 de SEQ ID NO:2), un dominio 
transmembrana (que comprende aproximadamente los aminoácidos 335-356 de SEQ ID NO:2), y un dominio 
intracelular (que comprende aproximadamente los aminoácidos 357-383 de SEQ ID NO:2). 
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La SEQ ID NO:3 proporciona la secuencia de nucleótidos de un ADNc que codifica la IL-13bc humana. La SEQ ID 
NO:4 proporciona la secuencia de aminoácidos predicha de la cadena del receptor, incluyendo una secuencia señal 
putativa en los aminoácidos 1-25. Se cree que la IL-13bc humana madura tiene la secuencia de los aminoácidos 26
380 de SEQ ID NO:4. La cadena del receptor humana madura tiene al menos tres dominios diferenciados: un 
dominio extracelular (que comprende aproximadamente los aminoácidos 26-341 de SEQ ID NO:4), un dominio 
transmembrana (que comprende aproximadamente los aminoácidos 342-362 de SEQ ID NO:4), y un dominio 
intracelular (que comprende aproximadamente los aminoácidos 363-380 de SEQ ID NO:4). 

Los primeros 81 aminoácidos de la secuencia de la IL-13bc humana son idénticos a la secuencia traducida de un 
marcador de secuencia expresado (EST) identificado como “clon 41648 5 de ADNc de Homo sapiens yg99f10.r1” y 
al que se le ha adjudicado el nº de registro de la base de datos R52795.gb_est2. No existen homologías ni motivos 
de secuencia en esta secuencia EST que podrían conducir a los expertos en la técnica a identificar la proteína 
codificada como un receptor de citoquinas. Un clon de ADNc que se corresponde con esta entrada en la base de 
datos está disponible públicamente en I.M.A.G.E. Consortium. Posteriormente a la fecha de prioridad de la presente 
solicitud, dicho clon fue encargado por los solicitantes y secuenciado. Se determinó que la secuencia de dicho clon 
era la secuencia previamente indicada por los solicitantes como SEQ ID NO:3 en la presente. 

También pueden producirse las formas solubles de la proteína IL-13bc. Estas formas solubles incluyen, sin 
limitación, proteínas que comprenden los aminoácidos 1-334 ó 22-334 de SEQ ID NO:2, o los aminoácidos 1-341 ó 
26-341 de SEQ ID NO:4. Las formas solubles de la IL-13bc se caracterizan también por ser solubles en una 
disolución acuosa, preferiblemente a temperatura ambiente. También pueden producirse proteínas IL-13bc que 
comprendan sólo el dominio intracelular o una porción de éste. Cualquier forma de IL-13bc con una longitud menor 
que la longitud completa se incluye dentro de la presente invención y estas formas se denominan en la presente 
junto con las formas de longitud completa y maduras “IL-13bc” o “proteínas IL-13bc”. Las proteínas IL-13bc con una 
longitud menor que la longitud completa pueden producirse expresando un correspondiente fragmento del 
polinucleótido que codifica la proteína IL-13bc de longitud completa (SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3). Estos 
correspondientes fragmentos de polinucleótidos también son parte de la presente invención. Pueden producirse 
polinucleótidos modificados según se describió anteriormente mediante técnicas de biología molecular 
convencionales, que incluyen la construcción de los mutantes de deleción deseados apropiados, procedimientos de 
mutagénesis dirigida a sitio, o mediante una reacción en cadena con polimerasa utilizando cebadores 
oligonucleotídicos apropiados. 

Para los objetivos de la presente invención, una proteína tiene “una actividad biológica de la cadena de unión del 
receptor de IL-13” si posee una o más de las siguientes características: (1) la capacidad para unirse a IL-13 o a un 
fragmento de ésta (preferiblemente a un fragmento biológicamente activo de ésta); y/o (2) la capacidad de 
interaccionar con la segunda cadena de no unión a IL-13 de IL-13R para producir una señal característica de la unión 
de IL-13 a IL-13R. Preferiblemente, la actividad biológica que posee la proteína es la capacidad para unirse a IL-13 o 
a un fragmento de ésta, más preferiblemente con una KD de 0,1 a 100 nM. Los procedimientos para determinar si 
una proteína o un péptido concretos tienen dicha actividad incluyen, sin limitación, los procedimientos descritos en 
los ejemplos proporcionados en la presente. 

La IL-13bc o sus fragmentos activos (proteínas IL-13bc) pueden condensarse a moléculas portadoras, tales como 
inmunoglobulinas. Por ejemplo, las formas solubles de la IL-13bc pueden condensarse a través de secuencias 
“conectoras” a la porción Fc de una inmunoglobulina. También pueden utilizarse otras proteínas de fusión, tales 
como las producidas con GST, Lex-A o MBP. 

También se divulgan los variantes alélicos de las secuencias de nucleótidos indicadas en SEQ ID NO:1 o SEQ ID 
NO:3, es decir, las formas alternativas naturales del polinucleótido aislado de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3 que 
también codifican proteínas IL-13bc, preferiblemente las proteínas que tienen una actividad biológica de IL-13bc. 
También se incluyen en la invención los polinucleótidos aislados que se hibridan con la secuencia de nucleótidos 
indicada en SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3 bajo condiciones muy rigurosas (por ejemplo, 0,1 x SSC a 65 ºC). Los 
polinucleótidos aislados que codifican las proteína IL-13bc pero que se diferencian de la secuencia de nucleótidos 
indicada en SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3 en virtud de la degeneración del código genético también se incluyen en la 
presente invención. Las variaciones en la secuencia de nucleótidos indicada en SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3 que 
están provocadas por mutaciones puntuales o por modificaciones inducidas también se incluyen en la invención. 

También se proporcionan polinucleótidos que codifican homólogos de la IL-13bc murina y humana procedentes de 
otras especies animales, en particular de otras especies de mamífero. Las especies homólogas pueden identificarse 
y aislarse fabricando sondas o cebadores a partir de las secuencias murina o humana descritas en la presente y 
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seleccionando un banco procedente de una especie apropiada tal como, por ejemplo, bancos construidos a partir de 
PBMC, timo o testículos de la especie pertinente. 

Los polinucleótidos aislados divulgados pueden unirse operablemente a una secuencia control de la expresión, tal 
como los vectores de expresión pMT2 o pED descritos en Kaufman et al., Nucleic Acids Res., 19, 4485-4490 (1991), 
para producir la proteína IL-13bc de modo recombinante. En la técnica se conocen muchas secuencias de control de 
la expresión adecuadas. También se conocen procedimientos generales para expresar proteínas recombinantes y se 
ejemplifican en R. Kaufman, Methods in Enzymology, 185, 537-566 (1990). Tal como se define en la presente, “unido 
operablemente” significa unido enzimática o químicamente para formar un enlace covalente entre el polinucleótido 
aislado de la invención y la secuencia de control de la expresión, de tal forma que la proteína IL-13bc es expresada 
por una célula hospedante que se ha transformado (transfectado) con el polinucleótido/secuencia de control de la 
expresión unidos. 

Una serie de tipos de células pueden actuar como células hospedantes adecuadas para la expresión de la proteína 
IL-13bc. Puede utilizarse cualquier tipo celular capaz de expresar la proteína IL-13bc funcional. Las células 
hospedantes de mamífero adecuadas incluyen, por ejemplo, células COS de mono, células de ovario de hámster 
chino (CHO), células 293 de riñón humanas, células A431 epidérmicas humanas, células Colo205 humanas, células 
3T3, células CV-1, otras líneas celulares de primate transformadas, células diploides normales, cepas de células 
derivadas del cultivo in vitro de tejido primario, explantes primarios, células HeLa, células L de ratón, células BHK, 
HL-60, U937, HaK, Rat2, BaF3, 32D, FDCP-1, PC12, M1x o C2C12. 

La proteína IL-13bc también puede producirse uniendo operablemente el polinucleótido aislado descrito a secuencias 
control adecuadas en uno o más vectores de expresión de insectos, y empleando un sistema de expresión de 
insectos. Los materiales y los procedimientos para los sistemas de expresión de células de insecto/baculovirus están 
disponibles en el mercado en forma de kit, por ejemplo en Invitrogen, San Diego, California, EEUU (el kit MaxBac®), 
y dichos procedimientos son muy conocidos en la técnica, tal como se describe en Summers y Smith, Texas 
Agricultural Experiment Station Bulletin nº 1555 (1987). Las formas solubles de la proteína IL-13bc también pueden 
producirse en células de insecto utilizando los polinucleótidos aislados apropiados según se describió anteriormente. 

Como alternativa, la proteína IL-13bc puede producirse en eucariotas inferiores, tales como levaduras, o en 
procariotas, tales como bacterias. Las cepas de levadura adecuadas incluyen Saccharomyces cerevisiae, 
Schizosaccharomyces pombe, cepas de Kluyveromyces, Candida, o cualquier cepa de levadura capaz de expresar 
proteínas heterólogas. Las cepas bacterianas adecuadas incluyen Escherichia coli, Bacillus subtilis, Salmonella 
typhimurium, o cualquier cepa bacteriana capaz de expresar proteínas heterólogas. 

La expresión en bacterias puede producir la formación de cuerpos de inclusión que incorporan la proteína 
recombinante. Por tanto, puede ser necesario el replegamiento de la proteína recombinante para producir el material 
activo o más activo. En la técnica se conocen varios procedimientos para obtener proteínas heterólogas 
correctamente plegadas a partir de cuerpos de inclusión bacterianos. Estos procedimientos en general implican 
solubilizar la proteína de los cuerpos de inclusión, y después desnaturalizar la proteína completamente utilizando un 
agente caotrópico. Cuando están presentes restos cisteína en la secuencia de aminoácidos primaria de la proteína a 
menudo es necesario realizar el replegamiento en un entorno que permita la formación correcta de enlaces disulfuro 
(un sistema redox). Los procedimientos generales de replegamiento se describen en Kohno, Meth. Enzym., 185:187
195 (1990). El documento EP 0433225 y la solicitud en tramitación junto con la presente USSN 08/163.877 describen 
otros procedimientos apropiados. 

La proteína IL-13bc divulgada también puede expresarse como un producto de animales transgénicos, por ejemplo, 
como un componente de la leche de vacas, cabras, cerdas u ovejas transgénicas que se caracterizan por células 
somáticas o germinales que contienen una secuencia polinucleotídica que codifica la proteína IL-13bc. 

La proteína IL-13bc divulgada puede prepararse cultivando un cultivo de células hospedantes transformadas bajo las 
condiciones de cultivo necesarias para expresar la proteína deseada. La proteína expresada resultante puede 
entonces purificarse a partir del medio de cultivo o de extractos celulares. Las formas solubles de la proteína IL-13bc 
pueden purificarse a partir del medio condicionado. Las formas unidas a membranas de la proteína IL-13bc pueden 
purificarse preparando una fracción de membranas totales a partir de la células expresora y extrayendo las 
membranas con un detergente no iónico, tal como Triton X-100. 

La proteína IL-13bc puede purificarse utilizando procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Por 
ejemplo, la proteína IL-13bc de la invención puede concentrarse utilizando un filtro de concentración de proteínas 
disponible en el mercado, por ejemplo una unidad de ultrafiltración Amicon o Millipore Pellicon. Tras la etapa de 
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concentración, el concentrado puede aplicarse a una matriz de purificación, tal como un medio de filtración en gel. 
Como alternativa, puede emplearse una resina de intercambio aniónico, por ejemplo una matriz o un sustrato que 
tenga grupos dietilaminoetilo (DEAE) o polietilenimina (PEI) colgantes. Las matrices pueden ser de acrilamida, 
agarosa, dextrano, celulosa u otros tipos que se emplean habitualmente en la purificación de proteínas. Como 
alternativa, puede emplearse una etapa de intercambio catiónico. Los intercambiadores catiónicos adecuados 
incluyen diversas matrices insolubles que comprenden grupo sulfopropilo o carboximetilo. Se prefieren los grupos 
sulfopropilo (por ejemplo, columnas de S-Sepharose). La purificación de la proteína IL-13bc a partir del 
sobrenadante del cultivo también puede incluir una o más etapas en columna con resinas de afinidad, tales como 
concanavalina A-agarosa, Heparintoyopearl, o Cibacrom blue 3GA Sepharose; o mediante una cromatografía de 
interacción hidrófoba utilizando resinas tales como fenil éter, butil éter, o propil éter; o mediante cromatografía de 
inmunoafinidad. Por último, pueden emplearse una o más etapas de cromatografía líquida de alta resolución en fase 
inversa (RP-HPCL) que utilizan medios RP-HPLC hidrófobos, por ejemplo gel de sílice con grupos metilo colgantes u 
otros grupos alifáticos, para purificar aún más la proteína IL-13bc. También pueden utilizarse columnas de afinidad 
que incluyen IL-13 o sus fragmentos, o que incluyen anticuerpos contra la proteína IL-13bc para la purificación según 
procedimientos conocidos. Algunas o todas las anteriores etapas de purificación, en diversas combinaciones o con 
otros procedimientos conocidos, también pueden emplearse para proporcionar una proteína recombinante aislada 
sustancialmente purificada. Preferiblemente, la proteína IL-13bc aislada se purifica para que esté sustancialmente 
exenta de otras proteínas de mamífero. 

Las proteínas IL-13bc también pueden utilizarse para seleccionar agentes que sean capaces de unirse a IL-13bc o 
IL-13R, o que interfieran con la unión de IL-13 a IL-13 o IL-13bc (a los dominios extracelulares o intracelulares) y, por 
tanto, pueden actuar como inhibidores de la unión normal y de la acción de citoquinas (“inhibidores de IL-13R”). Los 
ensayos de unión que emplean una proteína de unión deseada, inmovilizada o no inmovilizada, son muy conocidos 
en la técnica y pueden utilizarse para este objetivo empleando la proteína IL-13bc de la invención. Pueden utilizarse 
ensayos de selección basados en proteínas (sin células) o basados en células purificadas para identificar estos 
agentes. Por ejemplo, la proteína IL-13bc puede inmovilizarse en forma purificada sobre un vehículo y puede 
medirse la unión a la proteína IL-13bc purificada en presencia y en ausencia de agentes inhibidores potenciales. Un 
ensayo de unión adecuado puede emplear, como alternativa, una forma soluble de la IL-13bc de la invención. Otro 
ejemplo de sistema en que pueden seleccionarse inhibidores se describe en el ejemplo 2 que aparece a 
continuación. 

En dicho ensayo de selección, se forma una primera mezcla de unión combinando IL-13 o un fragmento de ésta y la 
proteína IL-13bc, y se mide la cantidad de unión en la primera mezcla de unión (B0). También se forma una segunda 
mezcla de unión combinando IL-13 o un fragmento de ésta, la proteína IL-13bc, y el compuesto o el agente que se 
va a seleccionar, y se mide la cantidad de unión en la segunda mezcla de unión (B). Se comparan las cantidades de 
unión en la primera y segunda mezcla de unión, por ejemplo realizando un cálculo de la proporcion B/B0. Se 
considera que un compuesto o un agente es capaz de inhibir la unión si se observa una disminución en la unión en la 
segunda mezcla de unión, comparado con la primera mezcla de unión. Opcionalmente, puede añadirse la segunda 
cadena de IL-13R a una o ambas mezclas de unión. La formulación y la optimización de las mezclas de unión están 
dentro del nivel de la técnica, y dichas mezclas de unión también pueden contener los tampones y las sales 
necesarios para potenciar o para optimizar la unión, y pueden incluirse más ensayos de control en el ensayo de 
selección. 

Por tanto, pueden identificarse los compuestos que reducen la actividad de unión de la proteína IL-13bc a la IL-13 o 
a su fragmento en cualquier grado, preferiblemente en al menos aproximadamente 10%, más preferiblemente más 
de aproximadamente 50% o mayor, y después pueden volver a seleccionarse en otros ensayos de unión y en 
ensayos in vivo. Mediante estos medios pueden identificarse los compuestos que tienen actividad inhibidora de la 
unión de IL-13bc que puedan ser adecuados como agentes terapéuticos. 

Las proteínas IL-13bc, y los polinucleótidos que las codifican, también pueden utilizarse como agentes de 
diagnóstico para detectar la expresión o la presencia de IL-13bc, IL-13R, IL-13 o células que expresan IL-13bc, IL
13R o IL-13. Las proteínas o los polinucleótidos pueden emplearse para estos objetivos en procedimientos 
convencionales para ensayos de diagnóstico utilizando estos tipos de materiales. Los procedimientos adecuados son 
muy conocidos por los expertos en la técnica. 

Tal como se emplea en la presente, “IL-13R” se refiere a IL-13bc y/o una segunda cadena del receptor de IL-13 
conocida como “IL-13R1” o “NR4” (véase, cadena del receptor murino, Hilton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
1996, 93:497-501; cadena del receptor humano, Aman et al., J. Biol. Chem., 1996, 271:29265-29270, y Gauchat et 
al., Eur. J. Immunol., 1997, 27:971-978). 
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La IL-13bc actúa como mediador de las actividades biológicas conocidas de IL-13. Como resultado, la proteína IL
13bc (en particular, las proteínas IL-13bc solubles), y los inhibidores de IL-13R (es decir, los antagonistas de la 
interacción de IL-13 con IL-13R (tales como, por ejemplo, anticuerpos contra IL-13R (incluyendo, en particular, contra 
IL-13bc o contra IL-13R1) y sus fragmentos, anticuerpos contra IL-13 y sus fragmentos, proteínas IL-13R1 
solubles, e inhibidores de molécula pequeña y otros inhibidores de la interacción de IL-13 con IL-13R (incluyendo con 
IL-13bc y/o con IL-13R1))) pueden ser útiles para el tratamiento o la modulación de diversos trastornos médicos en 
los que esté implicada la IL-13 o que son afectados por la actividad (o por la falta de actividad) de la IL-13 (de modo 
colectivo “trastornos relacionados con IL-13”). Las formas mutadas de IL-4 que se unen a IL-3R también pueden 
utilizarse como antagonistas de IL-13 (véanse, por ejemplo, las divulgadas en Shanafelt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 1998, 95:9454-9458; Aversa et al., J. Exp. Med., 1993, 178:2213-2218; y Grunewald et al., J. Immunol., 1998, 
160:4004-4009). 

Los trastornos relacionados con IL-13 incluyen, sin limitación, trastornos y enfermedades mediados por Ig, en 
particular trastornos mediados por IgE (que incluyen, sin limitación, atopía, trastornos alérgicos, asma, enfermedades 
del complejo inmunológico (tales como, por ejemplo, lupus, síndrome nefrótico, nefritis, glomerulonefritis, tiroiditis y 
enfermedad de Grave)); trastornos inflamatorios de los pulmones; deficiencias inmunológicas, de modo específico 
deficiencias en las células progenitoras hematopoyéticas, o trastornos relacionados con éstas; cáncer y otras 
enfermedades. Estos estados patológicos pueden ser el resultado de una enfermedad, de la exposición a radiación o 
a fármacos, e incluyen, por ejemplo, leucopenia, infecciones bacterianas y víricas, anemia, deficiencias en células B 
o células T, tales como deficiencia en células inmunologicas o en células hematopoyéticas tras un transplante de 
médula ósea. Puesto que la IL-13 inhibe la activación de macrófagos, las proteínas IL-13bc también pueden ser 
útiles para potenciar la activación de macrófagos (es decir, en la vacunación, el tratamiento de organismos 
micobacterianos o intracelulares, o infecciones parasitarias). 

Las proteínas IL-13bc también pueden utilizarse para potenciar los efectos de la IL-13 in vitro e in vivo. Por ejemplo, 
una proteína IL-13bc puede combinarse con una proteína que tenga actividad IL-13 (preferiblemente IL-13) y la 
combinación resultante puede ponerse en contacto con una célula que exprese al menos una cadena de IL-13R 
distinta de IL-13bc (preferiblemente todas las cadenas de IL-13R distintas de IL-13bc, tales como IL-13R1). 
Preferiblemente, la etapa de contacto se realiza administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha 
combinación a un sujeto mamífero in vivo. La asociación preestablecida de la proteína IL-13 con la proteína IL-13bc 
ayudará a la formación del complejo de IL-13/ IL-13R completo necesario para una señalización adecuada. Véanse, 
por ejemplo, los procedimientos descritos por Economides et al., Science, 270:1351 (1995). 

La proteína IL-13bc y los inhibidores de IL-13R, purificados a partir de células o producidos de modo recombinante, 
pueden utilizarse como composición farmacéutica cuando se combinan con un vehículo farmacéuticamente 
aceptable. Dicha composición puede contener, además de la IL-13bc o el inhibidor y el vehículo, diversos diluyentes, 
cargas, sales, tampones, estabilizantes, solubilizants y otros materiales muy conocidos en la técnica. La expresión 
“farmacéuticamente aceptable” significa un material no tóxico que no interfiere con la eficacia de la actividad 
biológica del ingrediente o ingredientes activos. Las características del vehículo dependerán de la vía de 
administración. 

La composición farmacéutica puede contener también citoquinas, linfoquinas u otros factores hematopoyéticos, tales 
como M-CSF, GM-CSF, interleuquinas (tales como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4… IL-24, IL-25), G-CSF, factor de células 
pluripotenciales, y eritropoyetina. La composición farmacéutica también puede incluir anticuerpos anticitoquinas. La 
composición farmacéutica también puede contener otros agentes antiinflamatorios. Estos otros factores y/o agentes 
pueden incluirse en la composición farmacéutica para producir un efecto sinérgico con la proteína IL-13bc o el 
inhibidor de IL-13bc aislados, o para minimizar los efectos secundarios provocados por la IL-13bc o por el inhibidor 
de IL-13bc aislados. A la inversa, la IL-13bc o el inhibidor de IL-13bc aislados pueden incluirse en formulaciones de 
la citoquina, linfoquina, otro factor hematopoyético, factor trombolítico o antitrombótico, o agente antiinflamatorio 
concretos para minimizar los efectos secundarios de la citoquina, linfoquina, otro factor hematopoyético, factor 
trombolítico o antitrombótico, o agente antiinflamatorio. 

La composición farmacéutica de la invención puede estar en forma de un liposoma en que se combina la proteína IL
13bc o el inhibidor de IL-13bc aislados, además de otros vehículos farmacéuticamente aceptables, con agentes 
anfipáticos, tales como lípidos que existen en forma agregada como micelas, monocapas insolubles, cristales 
líquidos, o capas laminares en disolución acuosa. Los lípidos adecuados para la formulación liposómica incluyen, sin 
limitación, monoglicéridos, diglicéridos, sulfatidas, lisolecitina, fosfolípidos, saponina, ácidos biliares, y similares. La 
preparación de dichas formulaciones liposómicas está dentro de la técnica y se divulga, por ejemplo, en la patente de 
EEUU nº 4.235.871; la patente de EEUU nº 4.501.728; la patente de EEUU nº 4.837.028; y la patente de EEUU nº 
4.737.323. 
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Tal como se emplea en la presente, la expresión “cantidad terapéuticamente eficaz” significa la cantidad total de 
cada componente activo en la composición farmacéutica o procedimiento que es suficiente para mostrar un beneficio 
valioso para el paciente, por ejemplo una mejoría de los síntomas, la curación, o el aumento en la velocidad de 
curación de dichos trastornos. Cuando se aplica a un ingrediente activo individual, administrado por sí solo, la 
expresión se refiere a este ingrediente solo. Cuando se aplica a una combinación, la expresión se refiere a las 
cantidades combinadas de los ingredientes activos que producen el efecto terapéutico, tanto si se administran en 
combinación, en serie o de modo simultáneo. 

En la práctica del procedimiento de tratamiento o uso de la presente invención, una cantidad terapéuticamente eficaz 
de la proteína IL-13bc o del inhibidor de IL-13bc aislados se administra a un mamífero. La proteína IL-13bc o el 
inhibidor de IL-13bc aislados pueden administrarse según el procedimiento de la invención por sí solos o en 
combinación con otras terapias, tales como tratamientos que emplean citoquinas, linfoquinas u otros factores 
hematopoyéticos. Cuando se coadministran con una o más citoquinas, linfoquinas u otros factores hematopoyéticos, 
la proteína IL-13bc o el inhibidor de IL-13bc pueden administrarse de modo simultáneo con la citoquina o citoquinas, 
la linfoquina o linfoquinas, el otro factor o factores hematopoyéticos, los factores trombolíticos o antitrombóticos, o de 
modo secuencial. Si se administran de modo secuencial, el médico encargado decidirá la secuencia apropiada para 
administrar la protreína IL-13bc o el inhibidor de IL-13bc en combinación con la citoquina o citoquinas, la linfoquina o 
linfoquinas, el otro factor o factores hematopoyéticos, y los factores trombolíticos o antitrombóticos. 

La administración de la proteína IL-13bc o del inhibidor de IL-13bc utilizado en la composición farmacéutica o en la 
práctica del procedimiento descrito puede realizarse mediante una diversidad de formas convencionales, tales como 
la ingestión oral, la inhalación, o la inyección cutánea, subcutánea o intravenosa. Se prefiere la administración 
intravenosa al paciente. 

Cuando se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteína IL-13bc o del inhibidor de IL-13bc por vía 
oral, la proteína IL-13bc o el inhibidor de IL-13bc estará en forma de un comprimido, cápsula, polvo, disolución o 
elixir. Cuando se administra en forma de comprimidos, la composición farmacéutica de la invención puede contener 
también un vehículo sólido, tal como gelatina o un adyuvante. El comprimido, cápsula y polvo contienen de 
aproximadamente 5% al 95% de proteína IL-13bc o inhibidor de IL-13bc, y preferiblemente de aproximadamente 25% 
al 90% de proteína IL-13bc o inhibidor de IL-13bc. Cuando se administra en forma líquida, puede añadirse un 
vehículo líquido, tal como agua, petróleo, aceites de origen animal o vegetal, por ejemplo aceite de cacahuete, aceite 
mineral, aceite de soja, o aceite de sésamo, o aceites sintéticos. La forma líquida de la composición farmacéutica 
también puede contener disolución salina fisiológica, dextrosa u otra disolución de sacáridos, o glicoles, tales como 
etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. Cuando se administra en forma líquida, la composición farmacéutica 
contiene de aproximadamente 0,5% al 90% en peso de proteína IL-13bc o inhibidor de IL-13bc, y preferiblemente de 
aproximadamente 1% al 50% de proteína IL-13bc o inhibidor de IL-13bc. 

Cuando se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteína IL-13bc o del inhibidor de IL-13bc 
mediante inyección intravenosa, cutánea o subcutánea, la proteína IL-13bc o el inhibidor de IL-13bc estará en forma 
de una disolución acuosa parenteralmente aceptable y apirógena. La preparación de dichas disoluciones de 
proteínas parenteralmente aceptables, teniendo en cuenta el pH, la isotonicidad, la estabilidad y similares, está 
dentro de la técnica. Una composición farmacéutica preferida para la inyección intravenosa, cutánea o subcutánea 
debería contener, además de la proteína IL-13bc o el inhibidor de IL-13bc, un vehículo isotónico, tal como cloruro de 
sodio para inyección, disolución de Ringer para inyección, dextrosa para inyección, dextrosa y cloruro de sodio para 
inyección, disolución de Ringer lactada para inyección, u otro vehículo conocido en la técnica. La composición 
farmacéutica de la presente invención también puede contener estabilizantes, conservantes, tampones, 
antioxidantes u otros aditivos muy conocidos por los expertos en la técnica. 

La cantidad de proteína IL-13bc o inhibidor de IL-13bc en la composición farmacéutica de la presente invención 
dependerá de la naturaleza y la gravedad del trastorno que se está tratando, y de la naturaleza de los tratamientos 
anteriores a los que se ha sometido el paciente. En último término, el médico encargado decidirá la cantidad de 
proteína IL-13bc o de inhibidor de IL-13bc con la que tratar a cada paciente individual. En un principio, el médico 
encargado administrará dosis bajas de proteína IL-13bc o de inhibidor de IL-13bc, y observará la respuesta del 
paciente. Pueden administrarse dosis mayores de la proteína IL-13bc o del inhibidor de IL-13bc hasta que se obtiene 
el efecto terapéutico óptimo para el paciente, y en este momento en general la dosificación no aumenta más. Se 
contempla que las diversas composiciones farmacéuticas utilizadas en la práctica del procedimiento de la presente 
invención deberían contener de 0,1 g a 100 mg (preferiblemente de 20 g a 500 g) de la proteína IL-13bc o del 
inhibidor de IL-13bc por kg de peso corporal. 
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La duración de la terapia intravenosa utilizando la composición farmacéutica de la presente invención variará 
dependiendo de la gravedad de la enfermedad que se está tratando y de la condición y respuesta idiosincrásica 
potencial de cada paciente individual. Se contempla que la duración de cada aplicación de la proteína IL-13bc o del 
inhibidor de IL-13bc estará en el intervalo de 12 a 24 horas de administración intravenosa continua. En último 
término, el médico encargado decidirá la duración apropiada de la terapia intravenosa utilizando la composición 
farmacéutica descrita en la presente. 

Las proteínas IL-13bc también pueden utilizarse para inmunizar animales para obtener anticuerpos policlonales y 
monoclonales que reaccionen de modo específico con la proteína IL-13bc y que puedan inhibir la unión de la IL-13 o 
de sus fragmentos al receptor. Dichos anticuerpos pueden obtenerse utilizando la IL-13bc completa como 
inmunógeno, o utilizando fragmentos de la IL-13bc, tales como la forma madura soluble de IL-13bc. También pueden 
utilizarse fragmentos más pequeños de la IL-13bc para inmunizar animales. Los inmunógenos peptídicos también 
pueden contener un resto cisteína en el carboxilo terminal, y se conjugan con un hapteno, tal como hemocianina de 
lapa (KLH). Pueden generarse otros inmunógenos peptídicos sustituyendo los restos tirosina por restos tirosina 
sulfatados. Los procedimientos para sintetizar dichos péptidos son conocidos en la técnica, por ejemplo, en R.P. 
Merrifield, J. Amer. Chem. Soc., 85, 2149-2154 (1963); J.L. Krstenansky, et al., FEBS Lett., 211, 10 (1987). 

Los anticuerpos neutralizantes o no neutralizantes (preferiblemente anticuerpos monoclonales) que se unan a la 
proteína IL-13bc también pueden ser productos terapéuticos útiles para ciertos tumores y también para el tratamiento 
de los trastornos descritos anteriormente. Estos anticuerpos monoclonales neutralizantes pueden ser capaces de 
bloquear la unión de la IL-13 a IL-13bc. 

Ejemplo 1 

Aislamiento de ADNc de IL-13bc 

Aislamiento de la cadena del receptor de IL-13 murino 

Se prepararon 5 ug de ARN poliA+ a partir del timo de ratones C3H/HeJ de 6-8 semanas de edad. Se preparó el 
ADNc bicatenario hemimetilado utilizando el kit de síntesis de ADNc de Stratagene según las instrucciones del 
fabricante. Brevemente, la primera hebra se cebó con un cebador oligoT-Xho, y después de la síntesis de la segunda 
hebra se añadieron adaptadores EcoRI, y el ADNc se digirió con XhoI y se purificó. El ADNc se acopló a los sitios 
XhoI-EcoRI del vector lambda Zap Express (Stratagene) y se empaquetó utilizando extractos de empaquetado 
Gigapak III Gold (Stratagene) según las instrucciones del fabricante. Un banco de 1,5 x 106 fagos recombinantes 
resultantes se amplificó según las instrucciones del fabricante. Este banco se seleccionó con una sonda 
oligonucleotídica 17-mera degenerada con la secuencia KSRCTCCABKCRCTCCA (SEQ ID NO:5) (K = G+T; S = 
C+G; R = A+G; B = C+G+T) utilizando condiciones de hibridación TMAC convencionales según se describe (Current 
Protocols in Molecular Biology, Ausubel, et al., editores, John Wiley and Sons, 1995, sección 6.4.3). Se identificó el 
clon A25 porque se hibrida con la sonda 17-mera pero no con las sondas derivadas de receptores de 
hematopoyetina conocidos. Este clon se aisló en forma de plásmido del vector ZapExpress según las instrucciones 
del fabricante, y se determinó la secuencia de ADN. La secuencia de ADN codifica un miembro nuevo de la familia 
de receptores de hematopoyetina. 

El clon A25 que contiene el polinucleótido que tiene la secuencia de SEQ ID NO:1 se depositó en ATCC como 
pA25pBKCMV con el nº de registro 69997, el 22 de febrero, 1996. 

Aislamiento de la cadena del receptor de IL-13 humano 

Se aisló un fragmento parcial del homólogo humano del receptor murino mediante PCR utilizando oligonucleótidos 
derivados de la secuencia murina. Se preparó ADNc a partir del ARN poliA+ de testículo humano que se obtuvo en 
Clontech. Se amplificó un fragmento de ADN de 274 pares de bases a partir de este ADNc mediante PCR con los 
siguientes oligonucleótidos: ATAGTTAAACCATTGCCACC (SEQ ID NO:6) y CTCCATTCGCTCCAAATTCC (SEQ ID 
NO:7) utilizando la polimerasa AmpliTaq (Promega) en 1x tampón Taq que contenía MgCl2 1,5 mM durante 30 ciclos 
de incubación (94 ºC x 1 minuto, 42 ºC durante 1 minuto, y 72 ºC durante 1 minuto). Se determinó la secuencia de 
ADN de este fragmento y se prepararon dos oligonucleótidos a partir de una porción interna de este fragmento con la 
siguiente secuencia: AGTCTATCTTACTTTTACTCG (SEQ ID NO:8) y CATCTGAGCAATAAATATTCAC (SEQ ID 
NO:9). Estos oligonucleótidos se utilizaron como sondas para seleccionar un banco de ADNc de testículo humano 
adquirido en CLONTECH (nº de catálogo HL1161). Los filtros se hibridaron a 52 ºC utilizando condiciones de 
hibridación convencionales 5x SSC y se lavaron en 2x SSC a 52 ºC. Se aislaron 21 clones que se hibridaban con 
ambos oligonucleótidos en una selección de 400.000 clones. Se determinó la secuencia de ADN de cuatro de los 
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clones de ADNc, y todos codificaban el mismo receptor de hematopoyetina nuevo. La secuencia de ADN predicha de 
la cadena del receptor humano de longitud completa se muestra en SEQ ID NO:3. 

El clon humano se depositó en ATCC como phA25#11pDR2 con el nº de registro 69998, el 22 de febrero, 1996. 

Ejemplo 2 

5 Expresión de la proteína IL-13bc soluble y ensayo de actividad 

Producción y purificación de la IL-13bc-Ig soluble 

Se condensó ADN que codifica los aminoácidos 1-331 del dominio extracelular de la IL-13bc murina con una 
secuencia espaciadora que codifica Gly-Ser-Gly mediante PCR y se acopló dentro del marco con secuencias que 
codifican las regiones bisagra CH2 y CH3 de la IgG 1 humana del vector de expresión de COS-1 pED.Fc. Se produjo 

10 IL-13bc-IgG a partir de células COS-1 transfectadas con DEAE-dextrano y se purificó mediante una cromatografía de 
proteína A-Sepharose (Pharmacia). 

Ensayo de proliferación de B9 

La estimulación de la proliferación de células B9 (Aarden et al., Eur. J. Immunol., 1987. 17:1411-1416) en respuesta 
a IL-13 o IL-4 se midió mediante la incorporación de 3H-timidina al ADN. Se sembraron células (5 x 103/pocillo) en 

15 placas de 96 pocillos con medio que contenía factores del crecimiento en concentraciones variables en presencia o 
en ausencia de IL-13bc-Ig a 1 ug/ml. Después de una incubación durante 3 días se añadió 1 uCi/pocillo de 3H
timidina y las células se incubaron durante 4 horas más. Se determinó la radiactividad incorporada utilizando un 
lector de placas LKB 1205. 

La línea celular B9 proliferó en respuesta a IL-13, IL-4 o IL-6. Sólo las respuestas a IL-13 fueron inhibidas por la IL
20 13bc-Ig soluble, lo cual indica que este receptor se une a IL-13 de modo específico, pero no a IL-4 ni a IL-6. Las 

tablas muestran las cpm. Se muestran dos experimentos distintos. 

Tabla I 

Dilución de 
citoquinas 

IL-13 (3 ng/ml) IL-13 más A25
Fc (1 ug/ml) 

IL-4 (20 ng/ml) IL-4 más A25-Fc 
(1 ug/ml) 

Cos IL-6 
(1/10.000) 

1 37734 1943 6443 6945 37887 

1/3 30398 1571 2680 2442 36500 

1/10 16101 1461 1767 1771 33335 

1/30 2148 1567 1619 1783 27271 

1/100 1574 1419 1522 1576 18831 

1/300 1512 1531 1373 1577 7768 

1/1000 1316 1392 1190 1474 2760 

1/3000 1834 1994 1482 1819 1672 
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Tabla II 

Dilución de 
citoquinas 

IL-13 (3 
ng/ml) 

IL-13 más 
A25-Fc (5 

ug/ml) 

IL-4 (20 
ng/ml) 

IL-4 más A25
Fc (5 ug/ml) 

Cos IL-6 
(1/10.000) 

Cos IL-6 más 
A25-Fc (5 

ug/ml) 

1 6413 295 1216 1158 6969 7703 

1/3 5432 281 518 656 7827 8804 

1/10 2051 281 489 520 8345 10027 

1/30 506 319 279 476 8680 9114 

1/100 430 372 288 423 7426 10364 

1/300 330 287 323 420 5531 6254 

1/1000 326 389 348 nt 2524 nt 

sin citoquinas 339 279 404 394 326 279 

Ejemplo 3 

Unión directa de IL-13bc soluble a IL-13 medida mediante resonancia de plasmón de superficie (análisis Biacore) 

5 Se empleó un biodetector Biacore para medir directamente la unión específica de IL-13 a la IL-13bc-Ig purificada 
(Pharmacia, Johnsson et al., 1991). Aproximadamente de 10.000 a 17.000 unidades de resonancia (UR) de IL-13bc
Ig, IgG1 humana o receptor irrelevante purificados se inmovilizaron cada uno de modo covalente a diferentes células 
de flujo sobre el chip detector según recomienda el fabricante (las UR son un reflejo de la masa de proteína unida a 
la superficie del chip detector). La IL-13 purificada se inyectó a través de las células de flujo a 5 ul/min durante 10 

10 min en presencia o en ausencia de un exceso de IL-13bc-Ig purificada. La unión se cuantificó como la diferencia en 
UR antes y después de la inyección de la muestra. Se observó una unión de IL-13 específica de 481,9 UR sólo para 
la IL-13bc-Ig inmovilizada, mientras que la coinyección de IL-13 más IL-13bc-Ig no produjo unión a la IL-13bc-Ig 
inmovilizada (4 UR). No se observó unión de IL-13 para la IgG o IL-11R-Ig inmovilizadas (5,4 y 3,7 UR, 
respectivamente). 

Muestra IL-13bc-Ig (10.383 UR) IgG control (13.399 UR) IL-11R-Ig (17.182 UR) 

IL-13 humana 100 ng/ml 481,9 UR unidas 5,4 UR unidas 3,7 UR unidas 

IL-13 humana 100 ng/ml + 
IL-13bc-Ig soluble 

4,0 UR unidas no ensayado no ensayado 
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Ejemplo 4 

La unión de IL-13 expresada en células COS a la proteína de fusión IL-13bc-Ig marcada: detección in situ en COS de 
IL-13 con IL-13bc-Fc 

Se transfectaron vectores de expresión para IL-13, IL-4, IL-11 o un vector vacío en células COS-1 en placas por 
duplicado mediante el procedimiento de DEAE-dextrano. Dos días después de la transfección, las células se lavaron 
dos veces en disolución salina tamponada con fosfato (PBS) y se fijaron en la placa de cultivo durante 10 min a 4 ºC 
con metanol. Tras la fijación, las células se lavaron dos veces con PBS, después se enjuagaron una vez con tampón 
de unión (PBS, albúmina de suero bovina al 1% (en p/v), azida de sodio al 1% (en p/v)) y se incubaron durante dos 
horas a 4 ºC en tampón de unión con IL-13bc-Fc a 1,0 ug/ml o con el antisuero anticitoquinas pertinente. Las células 
se lavaron dos veces con PBS y se incubaron a 4 ºC con agitación en F(ab)2’ de conejo anti-IgG humana marcada 
con fosfatasa alcalina diluido 1:500 en tampón de unión (para la detección de la fusión de Fc) o F(ab)2’ de conejo 
anti-IgG de rata (para la detección de anticitoquinas). Las células de nuevo se lavaron dos veces en PBS. Se 
visualizó la actividad fosfatasa alcalina utilizando nitroazul de tetrazolio y 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato. 

La unión específica se visualizó al microscopio. Sólo las células tranfectadas con IL-13 mostraron una unión 
específica a IL-13bc-Ig (véase la fotografía de las células transfectadas en la figura). 

Ejemplo 5 

Otros sistemas para determinar la actividad biológica de la proteína IL-13bc 

Pueden utilizarse otros sistemas para determinar si una proteína IL-13bc específica muestra una “actividad biológica” 
de IL-13bc tal como se define en la presente. A continuación se ofrecen ejemplos de dichos sistemas. 

Ensayos para la unión de IL-13 

Puede determinarse la capacidad de una proteína IL-13bc para unirse a IL-13 o a un fragmento de ésta mediante 
cualquier ensayo adecuado que pueda detectar dicha unión. A continuación se ofrecen algunos ejemplos adecuados. 

La unión de la IL-13 a la región extracelular de la proteína IL-13bc provoca de modo específico una inducción rápida 
de la fosfotirosina sobre la proteína del receptor. A continuación se describen ensayos para la actividad de unión al 
ligando, según se mide mediante la inducción de la fosforilación. 

Como alternativa, una proteína IL-13bc (tal como, por ejemplo, una forma soluble del dominio extracelular) se 
produce y se emplea para detectar la unión a IL-13. Por ejemplo, se prepara una construcción de ADN en la que el 
dominio extracelular (truncado antes, preferiblemente inmediatamente antes del dominio transmembrana predicho) 
está ligado dentro del marco a un ADNc que codifica los dominio bisagra CH2 y CH3 de una inmunoglobulina humana 
(Ig) 1. Esta construcción se genera en un vector de expresión apropiado para células COS, tal como pEDC o 
pMT2. El plásmido se tranfecta de modo transitorio en células COS. La proteína de fusión de IL-13bc-Ig segregada 
se recoge en el medio condicionado y se purifica mediante una cromatografía de proteína A. 

La proteína de fusión de IL-13bc-Ig purificada se utiliza para demostrar la unión de IL-13 en una serie de 
aplicaciones. La IL-13 puede revestirse sobre la superficie de una placa de ensayo inmunoabsorbente ligado a 
enzimas (ELISA), y después se bloquean los sitios de unión adicionales con albúmina de suero bovina o caseína 
utilizando tampones ELISA convencionales. La proteína de fusión de IL-13bc-Ig después se une a la IL-13 en fase 
sólida, y se detecta la unión con un anti-Ig humana de cabra secundario conjugado con peroxidasa de rábano. La 
actividad de la enzima unida de modo específico puede medirse con un sustrato colorimétrico, tal como 
tetrametilbenzidina y lecturas de absorbancia. 

La IL-13 también puede expresarse sobre la superficie de células, por ejemplo proporcionando un dominio 
transmembrana o un enlace glucosilfosfatidilinositol (GPI). Las células que expresan la IL-13 unida a la membrana 
pueden identificarse utilizando la proteína de fusión de IL-13bc-Ig. La fusión de IL-13bc-Ig soluble se une a la 
superficie de estas células y se detecta con anti-Ig humana de cabra conjugado con un fluorocromo, tal como 
isotiocianato de fluoresceína y citometría de flujo. 
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Trampa de interacción 

Puede utilizarse un procedimiento de selección genétic de levaduras, la “trampa de interacción” (Gyuris et al., Cell, 
75:791-803, 1993) para determinar si una proteína IL-13bc tiene una actividad biológica de IL-13bc según se define 
en la presente. En este sistema, la expresión de genes indicadores de LewAop-Leu2 y LexAop-LacZ se basa en la 
interacción entre la proteína cebo, por ejemplo en este caso una especie que interacciona con la IL-13bc humana, y 
la presa, por ejemplo en este caso la proteína IL-13bc humana. Por tanto, se puede medir la fuerza de la interacción 
mediante el nivel de expresión de Leu2 o LacZ. El procedimiento más sencillo es medir la actividad de la proteína 
codificada por LacZ, -galactosidasa. Esta actividad puede juzgarse mediante el grado de color azul sobre el filtro o 
en el medio que contiene X-Gal. Para la medición cuantitativa de la actividad -galactosidasa, pueden encontrarse 
ensayos convencionales en "Methods in Yeast Genetics", Cold Spring Harbor, Nueva York, 1990 (de Rose, M.D., 
Winston, F., y Hieter, P.). 

En dichos procedimientos, si se desea determinar si la proteína IL-13bc interacciona con una especie concreta (tal 
como, por ejemplo, una proteína citosólica que se une al dominio intracelular de la IL-13bc in vivo), esta especie 
puede utilizarse como “cebo” en la trampa de interacción, actuando la proteína IL-13bc que se va a ensayar como 
“presa”, o viceversa. 

Ejemplo 6 

Inhibición de la fibrosis utilizando IL-13R soluble 

El desarrollo de tejido fibroso es parte del proceso normal de curación después de una lesión. No obstante, en 
algunas circunstancias se produce una acumulación destructiva de un exceso de colágeno que interfiere con la 
función normal del tejido afectado. En efecto, la síntesis de colágeno y la formación de escaras en tejidos son las 
manifestaciones patológicas principales de una serie de enfermedades crónicas y debilitantes, incluyendo varias 
enfermedades autoinmunológicas, alérgicas e infecciosas1-7 . Aunque existe una gran cantidad de información 
mecanística con respecto al proceso de la formación de tejido de escara8,9, sigue habiendo grandes huecos en 
nuestra comprensión del papel de las citoquinas y de las células inflamatorias en el comienzo del proceso fibrótico. 

Tal como se emplea en la presente, “fibrosis” incluye cualquier trastorno que implique la formación de tejido fibroso 
(tanto si dicha formación es deseable o indeseable). Dichos trastornos incluyen, sin limitación, fibrositis, formación de 
fibromas (fibromatosis), fibrogénesis (incluyendo fibrogénesis pulmonar), fibroelastosis (incluyendo fibroelastosis 
endocárdica), formación de fibromiomas, anquilosis fibrosa, formación de fibroides, formación de fibroadenomas, 
formación de fibromixomas, y fibrocistotitis (incluyendo fibrosis quística). 

El complejo del receptor de IL-13 está compuesto por al menos tres componentes diferenciados, que incluyen el 
receptor de IL-4, la cadena IL-13R1 de unión de baja afinidad, y la cadena de unión de alta afinidad IL-13R235,42

44. En fechas recientes se ha preparado una proteína de fusión de IL-13R2-Fc y se ha utilizado con éxito para 
neutralizar la IL-13 in vitro35 e in vivo30,39-41. Puesto que la proteína de fusión se une a IL-13 con alta afinidad pero no 
neutraliza la IL-4, la proteína proporciona una herramienta excelente para determinar los papeles específicos de la 
IL-13. En el presente estudio, los inventores utilizaron el antagonista de IL-13 en ratones de tipo salvaje y deficientes 
en IL-4 para analizar minuciosamente las contribuciones de IL-13 e IL-4 en el desarrollo de la fibrosis hepática en la 
esquistosomiasis murina. En estos estudios, se estudió en detalle la formación de granulomas, centrándose en el 
reclutamiento de eosinófilos y células cebadas y, de modo más importante, se cuantificó el desarrollo de la fibrosis 
inducida por los huevos utilizando técnicas bioquímicas, histológicas y moleculares. También se estudiaron las 
contribuciones de IL-4 e IL-13 en la regulación de las respuestas de citoquinas de tipo Th1/Th2 in vitro, en cultivos de 
nódulos linfáticos mesentéricos e, in vivo, en hígados granulomatosos. Aunque los resultados de este estudio 
demuestran que IL-13 e IL-4 muestran algunas actividades redundantes en la patogénesis de la esquistosomiasis, 
también se aclararon totalmente funciones diferenciadas para ambas citoquinas. Probablemente, el descubrimiento 
más importante y novedoso fue la observación de que era la IL-13, y no la IL-4, la principal citoquina de tipo Th2 que 
conduce la producción de ARNm de colágeno de tipo I y de tipo III y la fibrosis hepática en ratones infectados. Por 
tanto, los descubrimientos de los inventores establecen que un inhibidor/antagonista de IL-13, tal como sIL-13R2
Fc, puede tener un beneficio terapéutico para prevenir la fibrosis, tal como, por ejemplo, la asociada con una 
enfermedad infecciosa crónica. 
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RESULTADOS 

Efecto comparativo de la deficiencia en IL-4, IL-13 o IL-4/IL-13 doble en la patogénesis de la 
esquistosomiasis: un tratamiento con sIL-13R2-Fc reduce significativamente la fibrosis hepática en ratones 
infectados con S. mansoni 

Para comparar los papeles reguladores de la IL-4 y de la IL-3 en la patógenesis de la esquistosomiasis, los 
inventores infectaron ratones C57BL/6 de tipo salvaje y ratones deficientes en IL-4 por vía percutánea con 25 
cercarias de S. mansoni. Grupos separados de animales se trataron con sIL-13R2-Fc o con control-Fc, según se 
describe en “Materiales y procedimientos”. Los tratamientos comenzaron en la semana 5, al comienzo de la puesta 
de huevos, y todos los animales se sacrificaron 8 semanas después de la infección y se estudiaron para determinar 
diversos parámetros parasitológicos e inmunológicos. Tal como se muestra en la tabla III, los cuatro grupos de 
animales albergaban cargas de lombrices similares, y los huevos en los tejidos producidos por pareja de lombrices 
no variaron entre los grupos. A las 8 semanas después de la infección, que es el tiempo de la respuesta pico 
tisular45, los ratones de tipo salvaje no mostraron cambios significativos en el tamaño de los granulomas como 
resultado del bloqueo de la IL-13 (figura 2A). De manera interesante, los ratones deficientes en IL-4 tratados con 
control-Fc tampoco mostraron una respuesta granulomatosa reducida y, de hecho, los granulomas fueron 
significativamente más grandes en estos ratones. En notable contraste con estas observaciones, los ratones 
deficientes en IL-4 mostraron una respuesta granulomatosa marcadamente reducida cuando se inhibió la IL-13 
(figura 2A, derecha). En efecto, los ratones doblemente deficientes en IL-4/tratados con sIL-13R2-Fc mostraron una 
media de reducción del 40% al 50% en el volumen de los granulomas cuando se comparan con los animales control 
o tratados con sIL-13R2-Fc de tipo salvaje, y una reducción de más del 75% cuando se comparan con los ratones 
deficientes en IL-4 tratados con control-Fc. 

La composición celular de las lesiones también se evaluó en secciones de hígado teñidas con Giemsa y, tal como se 
muestra en la tabla III, los ratones deficientes en IL-4 mostraron una marcada reducción en las células cebadas 
asociadas con los granulomas. En contraste, no se produjeron cambios en el número de células cebadas cuando se 
inhibió sólo la IL-13, y el bloqueo de la IL-13 no produjo efectos adicionales sobre el número de células cebadas, ya 
muy reducido, en ratones deficientes en IL-4. Se observaron resultados algo similares, pero diferenciados, cuando se 
evaluaron los eosinófilos asociados a granulomas (figura 2B). En este caso, el número de eosinófilos aumentó desde 
46% al 64% en ratones de tipo salvaje por el bloqueo de la IL-13, y disminuyó significativamente (28%) como 
consecuencia de la deficiencia en IL-4. A pesar de los aparentes papeles opuestos de la IL-13 y la IL-4 en la 
eosinofilia de tejidos, se observó un efecto inhibidor combinado aún más sorprendente cuando los ratones 
deficientes en IL-4 fueron tratados con el inhibidor de IL-13. En estos ratones, el número medio de eosinófilos de 
granulomas era menor que 10%. Por último, no hubo cambios en el grado de necrosis hepática parenquimática o 
asociada a huevos en los animales de tipo salvaje frente a los animales deficientes en IL-4, mientras que los grupos 
deficientes en IL-4 y de tipo salvaje tratado con sIL-13R2-Fc mostraron marcadas reducciones en la necrosis 
parenquimática global. 

Quizás de modo más importante, el tratamiento sólo con sIL-13R2-Fc redujo significativamente el contenido en 
colágeno de los granulomas hepáticos en ratones de tipo salvaje, según se evaluó en secciones de tejido teñidas 
con rojo de picrosirius (tabla III y figura 3). En contraste, los ratones deficientes en IL-4 infectados no mostraron 
cambios detectables en el depósito de colágeno en los granulomas mediante un análisis microscópico. De manera 
interesante, parece que no existe un papel combinado o sinérgico para la IL-13 y la IL-4 en este parámetro, puesto 
que no había diferencias significativas entre los ratones de tipo salvaje tratados con sIL-13R2-Fc y los ratones 
deficientes en IL-4 (tabla III). La figura 3 demuestra que aunque se encontró un número similar de lombrices, de 
carga de huevos en los tejidos, y de tamaño de los granulomas en los ratones control y en los ratones de tipo salvaje 
tratados con sIL-13R2-Fc, el bloqueo de IL-13 tiene un efecto inhibidor sustancial sobre el depósito de colágeno 
dentro del hígado. Por último, el grado de fibrosis hepática también se midió mediante la evaluación de los niveles de 
hidroxiprolina (figura 2C), que es más cuantitativo que las técnicas histológicas descritas anteriormente. El 
antagonista de IL-13 soluble por sí solo disminuyó en gran medida los niveles de hidroxiprolina hepática, mientras 
que la deficiencia en IL-4 produjo una reducción menos significativa. La deficiencia dual de IL-4/IL-13 no redujo los 
niveles de hidroxiprolina por debajo de los ya observados en los ratones de tipo salvaje tratados con sIL-13R2-Fc 
(figura 2C), aunque en el segundo estudio se observó una ligera tendencia (no significativa). Juntos, estos datos 
demuestran que la IL-13 es la citoquina asociada a Th2 dominante responsable del desarrollo de la fibrosis hepática 
en la esquistosomiasis murina. 
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La producción de citoquinas de tipo Th2 se reduce en ratones deficientes en IL-4 pero permanece igual por 
la inhibición de la IL-13 

Aunque se sabe que la IL-4 es la principal citoquina que dirige el desarrollo celular Th2 de CD4+ 21,22, el papel de la 
IL-13 en la generación y el mantenimiento de las respuestas de tipo Th2 ha sido controvertido y puede verse influido 
por la genética del hospedante y por el modelo de enfermedad infecciosa en estudio30,34,38. Por tanto, para 
determinar si los cambios inducidos por sIL-13R2-Fc en la patología hepática fueron generados por alteraciones en 
el equilibrio de citoquinas Th1/Th2, los inventores aislaron nódulos linfáticos mesentéricos y bazos de ratones 
infectados, prepararon suspensiones de células individuales, y reestimularon los cultivos in vitro con antígenos del 
parásito. Otros cultivos celulares se expusieron a antígenos del parásito en presencia de mAb anti-CD4 para 
determinar si la producción de citoquinas depende de una respuesta de células T CD4+. Los sobrenadantes de los 
cultivos se analizaron mediante ELISA para IL-4, IL-13, IL-5, IL-10 e IFN-. Tal como podría predecirse15, los cultivos 
mesentéricos (figura 5) y esplénicos (los datos no se muestran) preparados a partir de ratones de tipo salvaje 
mostraron una respuesta de citoquinas de tipo Th2 muy polarizada. Produjeron niveles altos de IL-4, IL-5, IL-10 e IL
13 en respuesta a una estimulación con SEA, y produjeron poco o no produjeron IFN-. En contraste, los ratones 
deficientes en IL-4 mostraron un perfil de tipo Th1/Th2 más mixto. En efecto, se detectó una significativa respuesta 
de IFN- específica de SEA en los ratones deficientes en IL-4, que es coherente con los estudios previos23,24. 
También se detectó IL-13, IL-10, y en menor grado IL-15, en estos animales, aunque los niveles de estas citoquinas 
fueron marcadamente menores cuando se comparan con los ratones de tipo salvaje. De manera importante, el 
mantenimiento de una respuesta baja, pero significativa, de IL-13 independiente de IL-4 probablemente explica la 
respuesta granulomatosa marcada que se mantiene en ausencia de IL-4 (figura 2). De modo sorprendente, a pesar 
de su marcado efecto inhibidor sobre la fibrosis hepática, la sIL-13R2-Fc no produjo un efecto significativo sobre las 
respuestas de citoquinas de tipo Th1 o Th2 en los ratones de tipo salvaje ni en los ratones deficientes en IL-4. 
También debe advertirse que, en todos los casos, la producción de citoquinas fue muy dependiente de la respuesta 
de células T CD4+, puesto que no se detectó o se detectó muy poca expresión de citoquinas en cualquiera de los 
cultivos estimulados por SEA tratados con mAb anti-CD4. 

Cambios en la expresión de ARNm de citoquinas de tipo Th1/Th2 en los hígados granulomatosos de ratones 
deficientes en IL-4 y tratados con sIL-13R2-Fc 

Para determinar si se observa un patrón similar de expresión de citoquinas in vivo en el sitio de la formación de 
granulomas, los inventores aislaron ARNm hepático de diversos grupos de ratones a las 8 semanas después de la 
infección y realizaron una RT-PCR cuantitativa. Tal como se muestra en la figura 5, los ratones de tipo salvaje 
infectados mostraron un fuerte perfil de ARNm de citoquinas de tipo Th2, mostrando un marcado aumento en el 
ARNm de IL-4, IL-13, IL-5 e IL-10. Los ratones de tipo salvaje también mostraron incrementos modestos en la 
expresión del ARNm de IFN-, lo cual resulta coherente con las observaciones previas19. En contraste con estos 
descubrimientos, los niveles de ARNm de IL-13 e IL-5 fueron mucho menores en ratones deficientes en IL-4, 
mientras que el ARNm de IL-10 y TNF- aumentó de modo signiticativo, y la expresión del ARNm de IFN- no 
cambió. De nuevo, de forma similar a los resultados in vitro obtenidos de cultivos de nódulos linfáticos mesentéricos 
y esplenocitos, el bloqueo de IL-13 no produjo un efecto significativo sobre el patrón de expresión del ARNm de 
citoquinas en ratones de tipo salvaje ni en ratones deficientes en IL-4. Sin embargo, se produjo un aumento modesto 
en los niveles de ARNm de IL-10 en ratones deficientes en IL-4 tratados con la sIL-13R2-Fc, aunque no es 
probable que explique la disminución en la fibrosis, puesto que se detectaron niveles muy divergentes de IL-10 en 
ratones de tipo salvaje tratados con sIL-13R2-Fc frente a ratones deficientes en IL-4, aunque se observó una 
disminución similar en la fibrosis. También se estudió la expresión del ARNm de TGF-1 y TGF-2 en los tejidos 
granulomatosos, aunque no se observaron diferencias significativas en los ratones deficientes en IL-4 infectados ni 
en los animales tratados con sIL-13R2-Fc (los datos no se muestran). 

Los niveles de ARNm de colágeno I y colágeno III se reducen en los hígados de los ratones tratados con sIL
13R2-Fc pero no cambiaron con la deficiencia en IL-4 

Los estudios de citoquinas in vitro e in vivo descritos anteriormente sugieren que el efecto antifibrótico de sIL-13R2
Fc no puede explicarse por los cambios en la expresión de citoquinas de tipo Th1 o Th2. Por tanto, en posteriores 
experimentos los inventores investigaron los patrones de expresión de ARNm de colágeno I (Col I) y colágeno III (Col 
III) para determinar si la reducción en la fibrosis inducida por sIL-13R2-Fc viene acompañada por cambios directos 
en la expresión de estos dos importantes genes productores de colágeno19. Tal como se muestra en la figura 6, el 
bloqueo de IL-13 redujo significativamente la expresión de ARNm de Col I y Col III en ratones de tipo salvaje y en 
ratones deficientes en IL-4. No hubo cambios en los niveles inducidos por la infección de los ARNm de Col I o Col III 
en ratones deficientes en IL-4, y cuando se comparan con los ratones de tipo salvaje tratados con sIL-13R2-Fc no 
se produjo más reducción en los ratones deficientes en IL-4 tratados de modo similar. 
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La IL-13 estimula la producción de colágeno en fibroblastos 3T3 de ratón 

Tras haber demostrado que el bloqueo de IL-13 in vivo reduce significativamente la expresión del ARNm de Col I y 
Col III en el hígado de ratones deficientes en IL-4 y de tipo salvaje infectados, los inventores quisieron determinar si 
la IL-13 estimula directamente la síntesis de colágeno en fibroblastos. Para responder a esta pregunta, estudiaron la 
inducción de colágeno de tipo I en fibroblastos 3T3 murinos mediante análisis de la transferencia Western. Tal como 
se muestra en la figura 7, la IL-13 induce la síntesis de colágeno 48 horas después de la estimulación. Se detectó 
una cantidad mínima colágeno de tipo I en las células no estimuladas (figura 7, carril 1) o en momentos anteriores en 
los cultivos activados con citoquinas (los datos no se muestran). La IL-4 también induce la síntesis de colágeno I 
(carril 2) y se detectaron con facilidad unos altos niveles de colágeno segregado en los sobrenadantes obtenidos de 
ambos cultivos estimulados con citoquinas (los datos no se muestran). La especificidad de la reacción se confirmó 
utilizando colágeno de tipo I purificado (carril 5), y unos tratamientos con colagenasa bacteriana demostraron que los 
anticuerpos eran específicos para el colágeno (los datos no se muestran). 

ANÁLISIS 

Un patrón de citoquinas de tipo Th2 CD4+ domina la respuesta inmunológica en ratones infectados con S. 
mansoni12,13. Los estudios de disminución de IL-4 y los experimentos con ratones deficientes en IL-4 previos sin 
embargo no pudieron demostrar un papel indispensable de esta citoquina en la patogénesis de la 
esquistosomiasis15,23,24. En efecto, aunque se observó una reducción parcial en la fibrosis en algunos estudios15, la 
formación de granulomas inducidos por huevos pudo producirse en ausencia completa de IL-423,24. En contraste con 
estas observaciones, la formación de granulomas y el desarrollo de fibrosis hepática fue gravemente afectado en 
ratones deficientes en Stat616, que muestran un defecto importante en la producción de varias citoquinas asociadas 
a Th246. La IL-4 y la IL-13 señalizan a través de Stat6 y, por tanto, las diferencias aparentes en la patología 
observada entre ratones deficientes en IL-4 y deficientes en Stat6 infectados pueden ser explicadas por IL-13. No 
obstante, las contribuciones diferenciadas de IL-4 e IL-13 en el avance de la enfermedad no pueden distinguirse sólo 
a partir de estudios en ratones deficientes en IL-4 o Stat6. En este estudio, los inventores utilizaron un potente 
inhibidor de IL-13 en ratones deficientes en IL-4 y de tipo salvaje infectados, y demostraron que la IL-13 y la IL-4 
tienen papeles redundantes, y también exclusivos, en la patogénesis de la esquistosomiasis. 

Varios estudios han demostrado que las respuestas de citoquinas de tipo Th2 pueden desarrollarse in vivo en 
ausencia de IL-4 o del receptor de IL-426,39, lo cual resulta coherente con los descubrimientos de las inventores, 
puesto que se detectó una expresión reducida, pero significativa, de IL-13, IL-10 e IL-5 en los nódulos linfáticos 
mesentéricos (figura 4) e hígados (figura 5) de ratones deficientes en IL-4 infectados. Su producción también era 
muy dependiente de la respuesta de células T CD4+ (figura 4), lo cual indica también que se estableció una 
respuesta de tipo Th2 convencional. Estos descubrimientos proporcionan pruebas de que aunque la expresión 
máxima de IL-13 depende de IL-4, la producción continuada de IL-13 podría explicar el mantenimiento de una 
significativa respuesta granulomatosa en ausencia de IL-423-25. En efecto, aunque el bloqueo de IL-13 solamente no 
produjo ningún efecto en el tamaño de los granulomas en ratones de tipo salvaje, la inhibición de la IL-13 residual en 
ratones deficientes en IL-4 produjo una reducción marcada y muy significativa en el volumen de los granulomas 
(figura 2A). Estos descubrimientos demuestran que la IL-4 y la IL-13 son ambas suficientes para mediar en el 
desarrollo de granulomas y explican formalmente la producción de granulomas en ratones deficientes en IL-4 frente a 
la falta casi completa de granulomas en ratones deficientes en Stat616,24. También apoyan los descubrimientos 
recientes en el modelo de granulomas de huevos pulmonares30. Debido a que los granulomas tienen un importante 
papel protector del hospedante actuando como barrera para hepatoxinas potencialmente letales liberadas por los 
huevos47, el hospedante ha podido desarrollar mecanismos redundantes para la formación de granulomas para 
asegurar una relación favorable de hospedante-parásito. 

Aunque estas observaciones demuestran con claridad que la IL-4 y la IL-13 participan activamente en la formación 
de granulomas, en estos estudios se han revelado unos papeles exclusivos para ambas citoquinas en el 
reclutamiento de células cebadas, la eosinofilia de tejidos y, de modo más importante, la generación de fibrosis 
hepática. Los estudios histológicos de secciones de hígados de ratones infectados demuestran que la IL-13 no es 
necesaria para la diferenciación y el reclutamiento de células cebadas (tabla III) o eosinófilos (figura 2B), puesto que 
los granulomas de ratones de tipo salvaje tratados con sIL-13R2-Fc no mostraron disminución en ninguno de estos 
tipos celulares. De hecho, el número de eosinófilos aumentó significativamente en las lesiones de ratones de tipo 
salvaje con inhibición de IL-13 (figura 2B), lo cual sugiere que la IL-13 puede antagonizar parcialmente este efecto. 
En contraste, las células cebadas estaban casi completamente ausentes de las lesiones en ratones deficientes en IL
4, y los eosinófilos disminuyeron en más del 50%. De modo interesante, la IL-13 parece apoyar parcialmente la 
reducida, pero significativa eosinofilia de tejidos inducida por huevos en ratones deficientes en IL-4, puesto que los 
eosinófilos se redujeron hasta por debajo del 10% en los animales tratados con sIL-13R2-Fc/deficientes en IL-4. No 
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obstante, estos datos indican que la IL-4 es la citoquina dominante responsable del desarrollo de poblaciones de 
eosinófilos y células cebadas dentro de los granulomas. 

Probablemente el avance más importante que ha surgido de este estudio es el descubrimiento de que la fibrosis 
hepática puede ser bloqueada por sIL-13R2-Fc. En efecto, las técnicas microscópicas (tabla III), bioquímicas (figura 
2C) y moleculares (figura 6) indican que la IL-13, y no la IL-4, desempeña el papel principal en el desarrollo de la 
fibrosis hepática inducida por huevos. Estudios previos demostraron que el equilibrio de citoquinas Th1/Th2 puede 
afectar significativamente el grado de fibrosis tisular en ratones infectados con S. mansoni19. No obstante, este 
estudio sugiere que los efectos de sIL-13R2-Fc no fueron mediado a través de un sesgo de la respuesta de 
citoquinas de células Th. El bloqueo de la IL-13 no produjo un efecto significativo en la producción de IFN-, IL-4, IL
5, IL-10 o IL-13 por nódulos linfáticos mesentéricos (figura 4) ni células esplénicas in vitro, y tampoco hubo cambios 
en la expresión de ARNm de citoquinas in vivo en el sitio de formación de las lesiones (figura 5). En contraste con 
estas observaciones, los ratones deficientes en IL-4 mostraron una mayor respuesta de IFN- en los nódulos 
linfáticos de drenaje (figura 4) y una menor expresión de IL-5 e IL-13 en nódulos linfáticos (figura 4) e hígado (figura 
5). Por tanto, la ligera reducción en la fibrosis detectada en ratones deficientes en IL-4 mediante un análisis de 
hidroxiprolina (figura 2C) puede atribuirse a una disminución en la producción de IL-13. El hecho de que la 
producción de IL-4 no se vio afectada por el bloqueo de la IL-13, aunque la fibrosis se redujo de forma máxima en 
estos animales, enfatiza el importante papel desempeñado por la IL-13. En efecto, los ratones deficientes en IL-4 
tratados con sIL-13R2-Fc muestran una poca disminución adicional en los niveles de hidroxiprolina (figura 2C) y 
ninguna diferencia en la expresión del ARNm de colágeno I o III (figura 6) frente a los observados en ratones de tipo 
salvaje tratados de modo similar. Tampoco hubo cambios en la expresión del ARNm del colágeno I o III en los 
ratones deficientes en IL-4 tratados con control-Fc cuando se comparan con los animales de tipo salvaje, que 
también desenfatiza la contribución de la IL-4. Además, los estudios in vitro con células 3T3 demuestran por primera 
vez la capacidad de la IL-13 para estimular la producción de colágeno en fibroblastos (figura 7), y por tanto los 
efectos de la IL-13 sobre la fibrosis pueden ser más directos y no depender de las modulaciones en la respuesta de 
citoquinas Th1/Th2. Apoyando esta conclusión, estudios recientes han demostrado que los receptores de IL-13 se 
expresan sobre fibroblastos32 y que la IL-13 aumenta la expresión de moléculas de adhesión y citoquinas 
inflamatorias en fibroblastos de pulmón humanos48. Por último, aunque la IL-13 (figura 7) y la IL-449 son ambas 
capaces de estimular la producción de colágeno en fibroblastos, el hecho de que las células de nódulos linfáticos 
cultivadas producen casi 100 veces más IL-13 que IL-4 (figura 4) sólo sirve para enfatizar la contribución 
potencialmente importante de la IL-13 en este proceso. En efecto, estudios en el modelo de granulomas pulmonares 
han revelado que la expresión de ARNm de IL-4 está más fuertemente regulada en el sitio de formación de las 
lesiones, mientras que la inducción del ARNm de IL-13 es mucho más sostenida a lo largo del tiempo30. No obstante, 
los inventores no han estudiado la cinética de la expresión del ARNm de IL-4 y de IL-13 en animales infectados, y no 
pueden decir si se produce un patrón similar en los hígados granulomatosos. 

La IL-13 también ha demostrado recientemente ser importante en la resistencia contra los nemátodos 
intestinales27,37-39. Los estudios en ratones deficientes en IL-439 e IL-1337,38 sugieren que la IL-13, en contraste con la 
IL-4, desempeña un papel requerido en la expulsion de N. brasiliensis y T. muris. No obstante, el mecanismo 
específico de expulsión de las lombrices sigue siendo desconocido, aunque se han sugeridos cambios inducidos por 
IL-4 e IL-13 en las células epiteliales y en la fisiología del intestino como posibles dianas50,51. La IL-13 también 
desempeña un papel fundamental en los modelos de asma murinos. En estos estudios, se descubrió que la IL-13 era 
necesaria y suficiente para la expresión del asma alérgico40,41. La fibrosis subepitelial y la hipertrofia del músculo liso 
de las vías respiratorias son características habituales del asma grave crónico5, y la fibrosis pulmonar crónica está 
asociada con la producción de colágeno de tipo III y de tipo I en las etapas temprana y tardía de la enfermedad, 
respectivamente. Por tanto, la conexión entre la IL-13 y la fibrosis revelada en el estudio de los inventores aclara la 
etiología de varias enfermedades humanas importantes y proporciona modos más eficaces de tratamiento de las 
enfermedades fibróticas en general. 

Los estudios previos de los inventores han demostrado que una respuesta de memoria de Th1 inducida por IL-12 
específica de los huevos puede reducir de modo eficaz la fibrosis hepática en ratones infectados posteriormente19. 
La reducción en la patología venía acompañada de un cambio en la respuesta Th2 normal a otra dominada por 
citoquinas de tipo Th1. Los descubrimientos del presente estudio sugieren que los efectos antipatología de este 
protocolo de vacunación basado en IL-12 pueden explicarse mediante la inhibición de la IL-13. De modo interesante, 
un segundo estudio que emplea un protocolo diferente demostró que una inyecciones repetidas de rIL-12 realizadas 
a las 6 a 8 semanas, durante la fase dominada por Th2 del desarrollo de granulomas, fueron casi completamente 
ineficaces para bloquear la formación de granulomas y la fibrosis52. Estudios relacionados han sugerido que la IL-12 
es menos capaz de modular las respuestas de tipo Th2 establecidas53, lo cual probablemente explica la incapacidad 
para modular la patología en el último estudio52. En contraste con estos descubrimientos, la sIL-13R2-Fc fue 
extremadamente eficaz para reducir la fibrosis hepática, aunque se administre sólo durante las etapas finales de la 
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infección. Estos descubrimientos indican que el antagonismo de IL-13 es un enfoque terapéutico mucho más eficaz 
para reducir la fibrosis en situaciones en que ya se han establecido respuestas inmunológicas de tipo Th2 
patógenas. En resumen, los descubrimientos de los inventores han proporcionado pruebas de que los inhibidores de 
IL-13, tales como sIL-13R2-Fc, tienen un beneficio terapéutico general para prevenir la fibrosis asociada con una 
enfermedad infecciosa crónica y demustran el importante papel no redundante de la IL-13 en la patogénesis de la 
esquistosomiasis. 

PROCEDIMIENTOS 

Animales, parásitos y preparaciones de Ag 

Se obtuvieron ratones deficientes en IL-4 y C57BL/6 hembra de 6-8 semanas (fondo C57BL/6, 10º retrocruzamiento) 
de Taconic Farms, Inc. (Germantown, NY). Todos los ratones se alojaron en una instalación para animales aprobada 
por NIH American Association for the Accreditation of Laboratory Animal Care en jaulas de filtro superior estéril y se 
mantuvieron sobre agua estéril. Se obtuvieron cercarias de la cepa portorriqueña de Schistosoma mansoni (NMRI) 
de caracoles Biomphalaria glabrata infectados (Biomedical Research Institute, Rockville, MD). El antígeno de los 
huevos soluble (SEA) se purificó a partir de huevos homogeneizados, como se ha descrito previamente15. 

Reactivos 

La proteína de fusión del receptor 2 de IL-13 soluble-Fc (sIL-13R2-Fc) se preparó como se ha descrito 
previamente35 y fue proporcionada por Genetics Institute, Cambridge, MA. La contaminación con endotoxinas fue <2 
EU/mg, según se determina con el ensayo LAL de Cape Cod Associates (LAL, “Limulus Amebocyte Lysate”, lisado 
de amebocitos de Limulus, Woods Hole, MA). La DI50 in vitro, según se determina mediante la capacidad para 
neutralizar 3 ng/ml de IL-13 murina en el ensayo de proliferación de B9, fue de aproximadamente 10 ng/ml. La IgG 
humana (control-Fc), que se utilizó como control para la sIL-13R2-Fc, se purificó por afinidad mediante una 
cromatografía de proteína A-Sepharose, según se describe para sIL-13R2-Fc35. Tal como se ha descrito 
previamente, el control-Fc no produjo un efecto detectable sobre la patología o la expresión de citoquinas en ratones 
infectados30. 

Infección y tratamientos 

Los ratones fueron infectados mediante una exposición percutánea de la piel de la cola durante 40 min en agua que 
contenía entre 20 y 25 cercarias. Los animales se trataron con control-Fc humano o con la sIL-13R2-Fc mediante 
una inyección intraperitoneal en 0,5 ml de PBS, en días alternos después de la aparición de producción de huevos 
(semana 5). La concentración óptima para un uso in vivo (200 g/ratón/día) se eligió basándose en ensayos 
cinéticos y en experimentos de dosis-respuesta en ratones inyectados por vía intravenosa con 
huevos/sensibilizados30. Se recogió el suero de los ratones en el día del sacrificio. Todos los animales se sacrificaron 
mediante la administración intraperitoneal de pentobarbital sodio (18 mg/ratón, Sigma, St. Louis, MO) en la semana 8 
y se perfusionaron con disolución salina citrada para evaluar la carga de lombrices15. No se observó mortalidad en 
ninguno de los grupos tratados. 

Histopatología y medición de la fibrosis 

Para la medición de los granulomas, aproximadamente la mitad del hígado se fijó con fijador Bouin-Hollande y se 
procesó como se ha descrito previamente15. Se determinó el tamaño de los granulomas hepáticos en secciones 
histológicas teñidas con tinte Giemsa de Wright (Histopath of America, Clinton, MD). Los diámetros de cada 
granuloma que contenía un único huevo viable se midieron con un micrómetro ocular y se calculó el volumen de 
cada granuloma suponiendo que tienen una forma esférica. Se utilizó la media del diámetro mayor y su diámetro 
perpendicular. Se evaluó el porcentaje de eosinófilos, células cebadas y otros tipos celulares en las mismas 
secciones. Se puntuó la necrosis parenquimática sobre una escala de 0-4, siendo 0 la necrosis menos extensa y 4 la 
necrosis más extensa. Se midió el número de huevos de esquistosoma en el hígado y en el intestino y el contenido 
en colágeno del hígado, determinado como hidroxiprolna, tal como se ha descrito previamente15. También se puntuó 
la fibrosis de modo histológico utilizando secciones teñidas con rojo de picrosirius. El reactivo de picrosirius tiñe el 
colágeno de modo específico y cuando las secciones se visualizan bajo luz polarizada se iluminan las áreas 
brillantes en que se deposita el colágeno. Se puntuaron todos los granulomas dentro de cada sección para la 
“densidad” de picrosirius (rojo) basándose en una escala de 1-4, y también se determinó una segunda medición del 
“área implicada” utilizando la misma escala. Se determinó la puntuación de fibrosis total multiplicando la densidad y 
el área para cada granuloma (es decir, una puntuación de 16 sería el máximo). En todos los análisis se incluyó una 
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media de 30 granulomas por ratón. Para un control de la coherencia, el mismo individuo establece las puntuaciones 
para todas las características histológicas y este individuo no conoce el diseño experimental. 

Aislamiento y purificación del ARN 

Se reunieron dos porciones del hígado de cada animal y se colocaron en 1 ml de RNA-STAT 60 (Tel-Test), se 
congelaron en hielo seco y se mantuvieron a -70 ºC hasta su uso. Los tejidos se homogeneizaron utilizando un 
Polytron de tejidos (Omni International Inc., Waterbury, CT) y se extrajo el ARN total siguiendo las recomendaciones 
del fabricante. El ARN se resuspendió en agua tratada con DEPC y se cuantificó de modo espectrofotométrico. 

Detección mediante RT-PCR del ARNm de citoquinas 

Se empleó un procedimiento de RT-PCR para determinar las cantidades relativas de ARNm para IL-4, IL-5, IL-10, IL
13, IFN-, colágeno I, colágeno III, TGF1, TGF2, y HPRT (hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa). El ADNc 
se obtuvo después de la transcripción inversa de 1 g de ARN según se ha descrito14. Los cebadores y las sondas 
para todos los genes se han publicado previamente14,19,54. Los ciclos de PCR utilizados para cada citoquina fueron 
los siguientes: IL-4 (33), IL-5 (31), IFN- (29), colágeno I (26), colágeno III (22), TGF1 (34), TGF2 (34), y HPRT 
(23). 

Análisis y cuantificación de los productos de la PCR 

El ADN amplificado se analizó mediante electroforesis. Se realizó un análisis de la transferencia Southern y una 
hibridación con sondas específicas de citoquinas no radiactivas como se ha descrito previamente14. Los productos 
de la PCR se detectaron utilizando un sistema de detección ECL (Amersham). Las señales quimioluminiscentes se 
cuantificaron utilizando un escáner plano (Microtek, modelo 600 ZS, Torrance, CA). Se determinó la cantidad de 
producto de PCR comparando la proporción de densidad de señal específica de citoquinas con la de la densidad de 
señal específica de HPRT en muestras individuales. Las unidades densitométricas arbitrarias para las muestras 
individuales después se multiplicaron por un factor de 100. 

Cultivos in vitro 

Se extrajeron células de nódulos linfáticos mesentéricos (MLN) y los bazos de los ratones y se prepararon 
suspensiones de células individuales. Los eritrocitos se lisaron mediante un tratamiento osmótico con tampón de 
lisado ACK (Biofluids, Inc., Rockville, MD). Las células se colocaron en medio RPMI 1640 suplementado con FCS al 
10%, glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 g/ml, HEPES 25 mM, piruvato de sodio 1 mM, 
aminoácidos no esenciales 0,1 mM, y 2-ME 50 M a 37 ºC en CO2 al 5%. Las células se cultivaron en placas de 24 
pocillos (3 x 106/ml, 1 ml) y se estimularon con SEA (20 g/ml), y los sobrenadantes se recogieron después de 72 h 
para medir los niveles de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-. Otros cultivos estimulados con SEA también se trataron con 
50 g/ml de mAb anti-CD4 (GK1.5). Los cultivos tratados sólo con mAb anti-CD4 no mostraron cambios en la 
expresión de citoquinas cuando se comparan con la observada en cultivos en medio control (los datos no se 
muestran). Se midió la IL-5, la IL-10 y el IFN- utilizando un ELISA de “sandwich” específico15. Se midieron los 
niveles de IL-13 utilizando kits ELISA de IL-13 murina (R&D Systems, Minneapolis, MN). Se calcularon los niveles de 
citoquinas a partir de curvas preparadas con citoquinas recombinantes. La IL-4 se midió utilizando la línea celular 
sensible a IL-4 CT.4S. Se cuantificó la proliferación de estas células mediante la incorporación de 3H-TDR y se 
determinó la cantidad de citoquinas mediante una comparación con cantidades conocidas de IL-4 recombinante. 

Detección mediante análisis de la transferencia Western del colágeno I 

Se cultivaron fibroblastos 3T3 en medio RPMI 1640 suplementado con FCS al 10%, glutamina 2 mM, penicilina 100 
U/ml, estreptomicina 100 g/ml, HEPES 25 mM, piruvato de sodio 1 mM, aminoácidos no esenciales 0,1 mM, y 2-ME 
50 M a 37 ºC en CO2 al 5%. Las células confluentes se cultivaron en placas de 24 pocillos (500.000 células/ml) y se 
estimularon con IL-4 (1000 U/ml) o rIL-13 (R&D Systems, Minneapolis, MN) (20 ng/ml) durante 6, 24 y 48 h. Los 
sobrenadantes de los cultivos se recogieron para analizar el colágeno I segregado. Las células se lavaron una vez 
con disolución salina tamponada con fosfato y se lisaron con tampón de muestras de SDS-PAGE. Los lisados 
celulares y los sobrenadantes de los cultivos se sometieron a una separación electroforética en geles de tris-glicina 
al 6% (Novel Experimental Technology, San Diego, CA) utilizando condiciones reductoras, y se trasladaron a 
membranas de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Keene, NK). Las transferencias se sondaron con IgG de conejo 
anti-colágeno de tipo I de ratón (Biodesign International, Kennenbunk, ME) y se empleó como segundo Ab IgG anti
conejo marcada con peroxidasa (Amersham Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ). Las bandas se visualizaron 
utilizando un reactivo quimioluminiscente de transferencia Western (NEN Life Science Productos, Boston, MA). Para 
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confirmar la identidad de las bandas de colágeno, los lisados celulares se trataron con 0,5 mg/ml de colagenasa 
(Boehringer Mannheim, Indianápolis, IN) en PBS, suplementada con CaCl2 1 mM y FCS al 1% durante 1 h a 37 ºC. 
También se utilizó como control una preparación de colágeno I de rata purificada. 

Estadísticas 

Se comparó el número de huevos y de lombrices de esquistosoma, los cambios en el ARNm de citoquinas, y los 
valores para las proteínas de citoquinas segregadas utilizando un ensayo de la t de Student de dos colas. La fibrosis 
hepática se comparó mediante un análisis de la covarianza, utilizando el logaritmo de los huevos totales en el hígado 
como la covariable, y el logaritmo de la hidroxiprolina por huevo. Se consideró significativo p < 0,05. 
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LISTADO DE SECUENCIAS 

(1) INFORMACIÓN GENERAL: 

(i) SOLICITANTE: Wynn, Thomas 
Chiaramonte, Monica 
Collins, Mary

 Donaldson, Debra
 Fitz, Lori 

     Neben, Tamlyn
 Witters, Matthew

     Wood, Clive 

(ii) TÍTULO DE LA INVENCIÓN: TRATAMIENTO DE LA FIBROSIS MEDIANTE EL ANTAGONISMO DE LA IL-13 Y 
DE LAS CADENAS DEL RECEPTOR DE IL-13 

(iii) NÚMERO DE SECUENCIAS: 9 

(iv) DIRECCIÓN PARA LA CORRESPONDENCIA: 

(A) DESTINATARIO: Genetics Institute, Inc. 
(B) CALLE: 87 CambridgePark Drive 
(C) CIUDAD: Cambridge 
(D) ESTADO: MA 
(E) PAIS: EEUU 
(F) CÓDIGO POSTAL: 02140 

(v) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR: 

(A) TIPO DE MEDIO: disquete 
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible 
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS 
(D) PROGRAMA: PatentIn edición nº 1.0, versión nº 1.25 

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL: 

(A) NÚMERO DE SOLICITUD: 
(B) FECHA DE PRESENTACIÓN: 
(C) CLASIFICACIÓN: 

(viii) INFORMACION SOBRE EL ABOGADO/AGENTE: 

(A) NOMBRE: Brown, Scott A. 
(B) NÚMERO DE REGISTRO: 32.724 
(C) NÚMERO DE REFERENCIA/SUMARIO: GI5268A2 

(ix) INFORMACIÓN DE TELECOMUNICACIONES: 

(A) TELÉFONO: (617) 498-8224 
(B) TELEFAX: (617) 876-5851 

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEQ ID NO:1: 

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 1525 pares de bases  
(B) TIPO: ácido nucleico 
(C) CADENA: doble 
(D) TOPOLOGíA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc 
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(iii) HIPOTÉTICO: NO 

(ix) CARACTERÍSTICA:
 (A) NOMBRE/CLAVE: CDS 
(B) LOCALIZACIÓN: 256..1404 

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:1: 

10 
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 (2) INFORMACIÓN PARA LA SEQ ID NO:2: 

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA: 
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 (A) LONGITUD: 383 aminoácidos 
(B) TIPO: aminoácidos 
(D) TOPOLOGÍA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína 

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:2: 
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 (2) INFORMACIÓN PARA LA SEQ ID NO:3: 

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA: 
(A) LONGITUD: 1369 pares de bases 

5      (B) TIPO: ácido nucleico 
(C) CADENA: doble 
(D) TOPOLOGÍA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: ADNc 
10 

(iii) HIPOTÉTICO: NO 

(ix) CARACTERÍSTICA: 

15 (A) NOMBRE/CLAVE: CDS 
(B) LOCALIZACIÓN: 103..1245 

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:3: 
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 (2) INFORMACIÓN PARA LA SEQ ID NO:4: 

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA: 
5 

(A) LONGITUD: 380 aminoácidos 
(B) TIPO: aminoácidos 
(D) TOPOLOGÍA: lineal 

10 (ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína 

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:4: 
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(2) INFORMACIÓN PARA LA SEQ ID NO:5: 

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 17 pares de bases 
(B) TIPO: ácido nucleico 
(C) CADENA: única 
(D) TOPOLOGÍA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: oligonucleótido 

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:5: 

KSRCTCCABK CRCTCCA  17 

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEQ ID NO:6: 

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 20 pares de bases 
(B) TIPO: ácido nucleico 
(C) CADENA: única 
(D) TOPOLOGÍA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: oligonucleótido 

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:6: 

ATAGTTAAAC CATTGCCACC  20 

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEQ ID NO:7: 

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA: 
(A) LONGITUD: 20 pares de base  
(B) TIPO: ácido nucleico 
(C) CADENA: única 
(D) TOPOLOGÍA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: oligonucleótido 

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:7: 

CTCCATTCGC TCCAAATTCC  20 

(2) INFORMACIÓN PARA SEQ ID NO:8: 

(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 21 pares de bases 
(B) TIPO: ácido nucleico 
(C) CADENA: única 
(D) TOPOLOGÍA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: oligonucleótido 

(xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:8: 

AGTCTATCTT ACTTTTACTC G     21 

(2) INFORMACIÓN PARA LA SEQ ID NO:9: 
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(i) CARACTERÍSTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 22 pares de bases 
(B) TIPO: ácido nucleico 

5 (C) CADENA: única 
(D) TOPOLOGÍA: lineal 

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: oligonucleótido 

10 (xi) DESCRIPCIÓN DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:9: 

CATCTGAGCA ATAAATATTC AC  22 
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REIVINDICACIONES 

1.- El uso de un antagonista de IL-13 para la fabricación de un medicamento para tratar la fibrosis de tejidos en un 
mamífero, en el que dicho antagonista se selecciona del grupo que consiste en una proteína IL-13bc, una forma 
soluble de IL-13R1, un anticuerpo contra IL-13 o un fragmento de unión a IL-13 de éste, un anticuerpo contra IL
13bc o un fragmento de unión a IL-13bc de éste, y una anticuerpo contra IL-13R1 o un fragmento de unión a IL
13R1 de éste. 

2.- Un antagonista de IL-13, en el que dicho antagonista se selecciona del grupo que consiste en una proteína IL
13bc, una forma soluble de IL-13R1, un anticuerpo contra IL-13 o un fragmento de unión a IL-13 de éste, un 
anticuerpo contra IL-13bc o un fragmento de unión a IL-13bc de éste, y una anticuerpo contra IL-13R1 o un 
fragmento de unión a IL-13R1 de éste, para su uso en el tratamiento de la fibrosis de tejidos en un mamífero. 

3.- El uso según la reivindicación 1 o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 2, en el que dicho 
antagonista es un anticuerpo contra IL-13 o un fragmento de unión a IL-13 de éste. 

4.- El uso según la reivindicación 1 o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 2, en el que dicha 
proteína IL-13bc comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en: 

(a) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2; 

(b) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 22 al 334; 

(c) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 357 al 383; 

(d) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4; 

(e) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 26 al 341; 

(f) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 363 al 380; y 

(g) los fragmentos (a)-(f) que tienen una actividad biológica de la cadena de unión del receptor de IL-13. 

5.- El uso según la reivindicación 1 o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 2, en el que dicha 
fibrosis de tejidos afecta a un tejido seleccionado del grupo que consiste en hígado, epidermis de la piel, endodermis 
de la piel, músculo, tendón, cartílago, tejido cardíaco, tejido pancreático, tejido pulmonar, tejido uterino, tejido 
neuronal, testículos, ovario, glándula adrenal, arterias, venas, colon, intestino delgado, tracto biliar e intestino. 

6.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 5, en el que dicho tejido es tejido pulmonar. 

7.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 5, en el que dicho tejido es el hígado. 

8.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 7, en el que dicha fibrosis es el resultado de 
una infección de esquistosoma. 

9.- El uso según la reivindicación 1 o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 2, en el que dicha 
fibrosis es el resultado de la cicatrización de una herida. 

10.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 9, en el que dicha herida es una incisión 
quirúrgica. 

11.- El uso según la reivindicación 1 o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 2, para la 
fabricación de un medicamento para inhibir la formación de fibrosis de tejidos en un mamífero. 

12.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 11, en el que dicha fibrosis de tejidos afecta 
a un tejido seleccionado del grupo que consiste en hígado, epidermis de la piel, endodermis de la piel, músculo, 
tendón, cartílago, tejido cardíaco, tejido pancreático, tejido pulmonar, tejido uterino, tejido neuronal, testículos, ovario, 
glándula adrenal, arterias, venas, colon, intestino delgado, tracto biliar e intestino.  
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13.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 12, en el que dicho tejido es tejido pulmonar. 

14.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 12, en el que dicho tejido es el hígado. 

15.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 14, en el que dicha fibrosis es el resultado 
de una infección de esquistosoma. 

16.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 11, en el que dicha fibrosis es el resultado 
de la cicatrización de una herida. 

17.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 16, en el que dicha herida es una incisión 
quirúrgica. 

18.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 11, en el que dicho antagonista es un 
anticuerpo contra IL-13 o un fragmento de unión a IL-13 de éste. 

19.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 11, en el que dicha proteína IL-13bc 
comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en: 

(a) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2; 

(b) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 22 al 334; 

(c) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2 desde el aminoácido 357 al 383; 

(d) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4; 

(e) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 26 al 341; 

(f) la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:4 desde el aminoácido 363 al 380; y 

(g) los fragmentos (a)-(f) que tienen una actividad biológica de la cadena de unión del receptor de IL-13. 

20.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 11, en el que dicha fibrosis de tejidos afecta 
a un tejido seleccionado del grupo que consiste en hígado, epidermis de la piel, endodermis de la piel, músculo, 
tendón, cartílago, tejido cardíaco, tejido pancreático, tejido pulmonar, tejido uterino, tejido neuronal, testículos, ovario, 
glándula adrenal, arterias, venas, colon, intestino delgado, tracto biliar e intestino.  

21.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 20, en el que dicho tejido es tejido pulmonar. 

22.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 20, en el que dicho tejido es el hígado. 

23.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 21, en el que dicha fibrosis es el resultado 
de una infección de esquistosoma. 

24.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 11, en el que dicha fibrosis es el resultado 
de la cicatrización de una herida. 

25.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 24, en el que dicha herida es una incisión 
quirúrgica. 

26.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según cualquiera de las reivindicaciones 1-25, en el que dicho 
medicamento es para la administración a una dosis de 0,1 g a 100 mg de proteína IL-13bc o de antagonista de IL
13bc por kg de peso corporal. 

27.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 26, en el que dicha dosis es de 20 g de 
proteína IL-13bc o de antagonista de IL-13bc por kg de peso corporal. 
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28.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según la reivindicación 26, en el que dicha dosis es de 500 g de 
proteína IL-13bc o de antagonista de IL-13bc por kg de peso corporal. 

29.- El uso o el antagonista de IL-13 para su uso según cualquiera de las reivindicaciones 26-28, en el que dicha 
administración comprende una inyeccion cutánea, subcutánea o intravenosa. 
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