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DESCRIPCION
Proteina D tensioactiva para la prevencion y el diagnostico del enfisema pulmonar
Interés del gobierno en la invencion

Algunos de los aspectos de la invencién dada a conocer en la presente memoria se realizaron con el apoyo del
gobierno de los Estados Unidos con las subvenciones HL 41320, SCOR HL 56387, HL 28623, HL 58795 y HL 03905
del National Institutes of Health. El gobierno de los Estados Unidos posee ciertos derechos sobre estos aspectos de
la invencién.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al campo de las proteinas biolégicamente activas. Mas especificamente,
la presente invencién se refiere a las proteinas SP-D implicadas en la estructura y homeostasis del tensioactivo
pulmonar, y en la estructura alveolar en los pulmones y ratones con desactivacion génica para SP-D (-/-).

Antecedentes de la invencion

En los pulmones normales, el tensioactivo pulmonar es esencial para la mecanica y el intercambio de gases en el
pulmén. El tensioactivo pulmonar lo producen las células epiteliales de tipo Il y estd compuesto de un componente
fosfolipido que confiere al tensioactivo la capacidad de disminuir la tensién superficial en el pulmén. Ademas, existen
proteinas asociadas con el tensioactivo denominadas colectinas que son colagenos, de dominios tipo lecitina que
contienen polipéptidos. Dos de estas, las denominadas proteina A tensioactiva (SP-A) y proteina D tensioactiva (SP-
D), estan implicadas con toda probabilidad en la estructura y la funcion del tensioactivo y en el sistema inmunolégico
del hospedante. Las deficiencias tanto cuantitativas como cualitativas del tensioactivo pulmonar estan asociadas a
insuficiencias respiratorias neonatales, al sindrome de insuficiencia respiratoria en adultos, a deficiencias congénitas
de la proteina B tensioactiva, y al asma alérgico. Ademas, la deficiencia en el tensioactivo pulmonar puede contribuir
al incremento de la susceptibilidad de algunos individuos a agresiones microbianas, especialmente en el
establecimiento de una inmunidad especifica inadecuada o deficiente. Estos trastornos asi como algunos trastornos
asociados con el aumento de riesgo de neumonia (fibrosis quistica, asma, prematuridad, bronquitis crénica, dafio
alveolar difuso) pueden estar asociados también con los defectos adquiridos o deficiencias en la funcion de la
colectina. Los grupos de tensioactivos alveolares estan regulados a mudltiples niveles incluyendo la sintesis
intracelular, la secrecion, la recaptacion y la degradacién de estos compuestos mediante macréfagos alveolares. La
sintesis y la eliminacién de fosfolipidos y proteinas tensioactivas estan influenciadas ademas por estimulos del
desarrollo, mecanicos y humorales que sirven para mantener las concentraciones de tensioactivo en un estado
estable después del nacimiento.

Se ha investigado extensamente la funcién de las colectinas en un tensioactivo y en una funcién pulmonar normal.
La familia de colectinas de lecitinas de tipo-C incluye un ndmero de moléculas con funciones de defensa del
organismo conocidas. La SP-A y la SP-D, también lecitinas de tipo-C, se unen al virus del herpes simple y al de la
gripe asi como a las bacterias gram-positivo y gram-negativo y a varios hongos. Mediante la uniéon, mejoran la
captacién mediante los macréfagos y neutréfilos alveolares. Se han identificado varios lugares de unién celular para
la SP-A y la SP-D en macro6fagos alveolares o, en el caso de la SP-A, en las células epiteliales de tipo Il. La
importante funcion de la SP-A en las funciones inmunolégicas del hospedante fue respaldado por la observacion de
que los ratones deficientes en SP-A son susceptibles a las infecciones por estreptococos del grupo B, Pseudomonas
aeruginosa, virus sincitial respiratorio, adenovirus y microplasma in vivo. Por consiguiente, la SP-A desempenfia una
funcién clara y la SP-D tiene una funcién similar en los mecanismos de defensa respiratorios. Las colectinas también
pueden participar en el reconocimiento o la eliminacion de otros materiales organicos complejos, tales como los
alérgenos del polen y los acaros. Sin embargo, hasta la fecha no se han asociado enfermedades en humanos con
las deficiencias especificas de SP-A y SP-D.

La SP-D es una proteina de 43 kilodaltones de la que se ha sugerido que desempefa una funcién en el sistema
inmunolégico del hospedante en los pulmones. Su ADNc y su gen han sido secuenciados en varios mamiferos
incluyendo en los humanos. La SP-D comparte una homologia estructural considerable con otras lecitinas de tipo C,
incluyendo la proteina A tensioactiva (SP-A), la conglutinina, la colectina bovina 43, y la proteina de union a la
manosa. Los estudios in vitro y su relacién estructural proxima a una familia de la lecitina dependiente de Ca®* en
mamiferos (particularmente grupos estructurales compartidos) apoyan su funcién en el mecanismo de defensa del
hospedante. La SP-D se sintetiza fundamentalmente y a concentraciones relativamente elevadas por las células
epiteliales de Tipo Il y las células epiteliales bronquiolares no ciliadas en el pulmén pero también se pueden expresar
en el aparato gastrointestinal, el corazén, el rifién, el pancreas, el aparato genitourinario y las células mesentéricas.
Los estudios in vitro han demostrado que la SP-D se une a la superficie de los organismos a través de su dominio
lecitina (o el dominio de unién al azlcar) que conduce a la union, agregacion, opsonizacion y, en algunos casos, a la
activacion de la destruccion por fagocitos in vitro. La SP-D se une a los lipopolisacaridos, a varias bacterias, a
hongos y virus, incluyendo el virus de la gripe. También se une tanto a macréfagos alveolares como a células
polimorfonucleares. Posiblemente desempena una funcion en la homeostasis de los fosfolipidos tensioactivos,
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incluyendo los efectos de la SP-A en el metabolismo de los fosfolipidos mediante las células de Tipo Il in vitro, sin
embargo, esto es controvertido y la funcién precisa de la SP-D in vivo todavia no esta claro.

Los estudios in vitro apoyan el concepto de que las proteinas tensioactivas pueden ser importantes en la regulacion
de la homeostasis del tensioactivo. Aunque las proteinas tensioactivas hidréfobas SP-B y SP-C desempefan una
funcién en la produccion de la monocapa del tensioactivo, los estudios in vitro indican que la proteina A tensioactiva
también puede facilitar la captacion y/o la secrecion del tensioactivo mediante las células epiteliales de tipo Il. De
hecho, se habia creido mayoritariamente que la SP-A tendria una funcién importante en la homeostasis del
tensioactivo. Sin embargo, estudios recientes de ratones con desactivacion génica para la SP-A no han apoyado la
funcién principal de la proteina A tensioactiva en la secrecion o recaptacion del tensioactivo. La ausencia de SP-A no
conduce a anormalidades estructurales fisiolégicas o morfolégicas claras en el pulmoén. Los ratones con
desactivacion génica para la SP-A carecen de figuras de mielina tubulares pero producen un tensioactivo altamente
funcional que se absorbe rapidamente y produce monocapas. La sintesis de lipidos en el tensioactivo, la secrecién y
la recaptacion fueron esencialmente normales en ratones con desactivacion génica para la SP-A.

Por consiguiente, todavia no se ha identificado la proteina tensioactiva adicional que actia en la regulacion del
tensioactivo. Ademas, no se ha definido claramente hasta el momento la funcién precisa de la SP-D en la funcion
pulmonar normal y su funcién en la susceptibilidad a las enfermedades no esta clara.

Sumario de la invencion

La presente invencion describe en la presente memoria descriptiva un ratén SP-D(-/-) que puede ser usado como un
modelo para enfisema. Previamente, no era conocido que una proteina SP-D estuviera implicada en la homeostasis
de lipidos pulmonares. Ni era conocido que un ratéon con desactivacién génica para SP-D tuviera los sintomas de
enfisema.

Segun un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion para ser usada en un método
de tratamiento de inflamacién pulmonar asociada con una infeccion bacteriana, que comprende: proteina SP-D de
mamifero, o vectores que expresa la proteina SP-D de mamifero.

Segun un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona una composicién para ser usada en un método
de tratamiento de lesién pulmonar inducida por oxidantes, que comprende: proteina SP-D de mamifero, o vectores
que expresan la proteina SP-D de mamifero.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de una composicién que comprende: proteina
SP-D de mamifero, o vectores que expresan la proteina SP-D de mamifero, en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento de inflamacién pulmonar asociada con una infeccion bacteriana.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de una composicién que comprende: proteina
SP-D de mamifero, o vectores que expresan la proteina SP-D de mamifero, en la fabricacion de un medicamento
para tratar una lesién inducida por oxidantes en el pulmén.

Breve descripcion de la figuras

Figuras 1A -1D: Comparacion de los cambios en areas fraccionales (% area Fx) de la via aérea (a) y de parénquima
respiratorio (b) con la edad en un ratén SP-D (-/-) y los testigos SP-D (+/+) emparejados por edad. Analisis de los
cambios de dichos parametros con la edad para cada genotipo individual (c y d). Los datos se expresan como % de
las areas fraccionales y representan la media + DS.

Figura 2: Ramas de descenso de las curvas de presion-volumen de ratones SPD (+/+) y SP-D (-/-). Los datos se
expresan como ml/kg y representan la media = DS.

Figura 3: Citoquinas proinflamatorias en los homogeneizados de pulmén en ratones SP-D (-/-). Las concentraciones
de TNF-q, IL-6 y MIP-2 en los homogeneizados de pulmon se valoraron a partir de ratones SP-D (-/-) (barra oscura)
y SP-D (+/+) (barra rayada). Los datos se expresan como pg/ml y representan la media = SE con n = 5 ratones por
grupo; * p < 0,05 comparado con ratones SP-D (+/+).

Figura 4: La produccién de perdxido de hidrégeno en los macréfagos alveolares de la SP-D (-/-) (barra oscura) se
valoré a partir de 1 x10° de macréfagos aislados del fluido del lavado broncoalveolar (FLBA) comparado con ratones
SP-D (+/+) (barra rayada) con y sin estimulacién con PMA. Los datos se expresan como M de H>O; y representan la
media + DS con n = 4 ratones por grupo; * p < 0,05 comparado con ratones SP-D (+/+).

Figura 5: Recuento de las colonias pulmonares en ratones SP-D (-/-) y SP-D (+/+) después de infectarse con
Streptococo del Gpo B (GBS).
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Figura 6: Recuento de las colonias pulmonares en ratones SP-D (-/-) y SP-D (+/+) después de infectarse con
Haemophilus influenzae (H. flu).

Figuras 7A y 7B: Recuento total de células del fluido de lavado Broncoalveolar (LBA) después de infectarse con GBS
y H. flu.

Figuras 8A y 8B: Niveles de citoquinas en los homogeneizados pulmonares después de infectarse con GBS y H. flu.
Figuras 9A y 9B: Niveles de nitrito del LBA después de infectarse con GBS y H. flu.

Figuras 10A y 10B: Fagocitosis analizada mediante un microscopio éptico y analisis FACS después de infectarse
con GBS y H. flu.

Figuras 11A y 11B: Niveles de peroxido y superéxido de hidrogeno en macréfagos aislados del LBA después de
infectarse con GBS y H. flu.

Figura 12: Efectos del tratamiento con la proteina SP-D en ratones SP-D (-/-).
Figura 13A y 13B: Cinéticas de eliminacion del lavado pulmonar y alveolar total de la proteina SP-D en ratones.
Figura 14: Vector adenoviral Ad-iSPD que contiene ADNc de la SP-D de rata.

Figura 15: Cuantificacién de inmunoblots de la SP-A y la SP-D en los lavados alveolares de ratones de tipo salvaje y
ratones CCSP.IL-4 (raton IL-4). p < 0,01.

Descripcion detallada de la invencion

Se ha producido un ratén con desactivaciéon génica SP-D (-/-) para identificar la funcién de la SP-D en la funcién y el
desarrollo pulmonares normales y para demostrar el progreso temporal del aumento de la via aérea postnatal y los
cambios inflamatorios espontaneos en los pulmones en estos ratones. Los ratones SP-D (-/-) desarrollan un
enfisema pulmonar progresivo, asociado con una inflamacién crénica y un aumento de la produccién de oxidante por
los macréfagos alveolares. Las anormalidades pulmonares convierten a este ratdbn en un modelo excelente para el
enfisema. Debido a que existen muy pocas terapias para el tratamiento del enfisema, siendo la mas comun la cirugia
de reduccioén del volumen del pulmén, se necesita urgentemente el modelo. Basandonos en el modelo del ratén para
el enfisema, se han propuesto algunas maneras para ensayar la proteina SP-D y los vectores de expresion, y los
farmacos potenciales en el modelo de ratdén para probar la eficacia en el tratamiento del enfisema u otras formas de
lesion pulmonar crénica. También se ha propuesto la utilizacion de la proteina SP-D y los vectores de expresion para
el tratamiento de otras muchas enfermedades de produccién aberrante del tensioactivo, fibrosis pulmonar,
sarcoidosis, lesion pulmonar, exposicién al oxigeno/téxicos, infeccion, exposicion aumentada a un oxidante.
Finalmente, se ha propuesto la utilizacion del ADNc de la SP-D, anticuerpos de la SP-D, PCR, y técnicas de
hibridacion diferencial para identificar a pacientes con riesgo de enfisema, sindromes de insuficiencia pulmonar y
otros tipos de enfermedades respiratorias. Aunque se pueden utilizar otros materiales y métodos similares o
equivalentes a los descritos en la presente memoria en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen a
continuacion los métodos y materiales preferidos. El ejemplo 1 describe las etapas necesarias para producir el ratén
SP-D (-/-).

Tabla 1 Comparacion de pesos corporales, volumenes pulmonares y proporciones volumen - peso corporal (media =
DS)

EDAD | PESOS CORPORALES | VOLUMENES | VP:PC
PULMONARES
(g) | (ml) (Ml/g x 10%)
| _\SPD(/)) |SP-D(#/+) |SPD(-/) |[SP-D(+/+) |SPD (-/-) ESP—D{H'f}
|

2°dia | 1,8+0,1* | 34+0,1 | ND ND | ND | ND |
5°dia | 37+03 | 48+02 | ND | ND | ND ND
7°dia | 39%02° | 53%02 | ND | ND | ND ND

| 14°dia | 6602 | 7,702 | ND ND ND ND

17°dia | 10,9+ 05 | 10,6 +0,7 | 0,36 + 0,02 | 0,36 + 0,03 | 3,25 +0,05 | 3,36 + 0,03 |

T 3sem |109+05*| 141+1,2 | 0,36+0,01 | 037 +0,03 |3,43+0,21" | 2,50+ 0,18 |
Bsem | 23,2+0,6 | 24,7+0,5 | 0,63+0,03| 0,58+0,02 |2,71+0,13"| 2,25+0,18
| 9sem | 252#%1,2| 27,8+1,3 |0,55+0,03 | 0,61%0,02 | 2,10£0,16 | 2,20 + 0,09

| 28sem | 36,9%4,3 | 31,2+1,6 | 0,67 0,09 | 058+0,06 | 2,03+0,51 | 1,86+0,10 |

* Se observaron diferencias estadisticas significativas en los pesos corporales al 2° dia, p = 0,00001; al 7° dia, p =
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0,0002; a las 2 semanas, p = 0,007; y a las 3 semanas, p = 0,04. ** Se observaron diferencias estadisticas
significativas en las proporciones de VP:PC a las tres semanas (p = 0,02), debido a las diferencias entre los pesos
corporales, y a las 6 semanas (p = 0,03), aunque los pesos corporales y los volimenes pulmonares no eran
estadisticamente diferentes en este Gltimo punto de tiempo. N = 3 - 71 animales por grupo. VP:PC, proporcion entre
volumen pulmonar y peso corporal. ND, no determinado.

Ejemplo 1

Construccién del ratén con desactivacién génica SP-D (-/-)

Se generaron ratones SP-D (-/-) mediante la inactivacién génica dirigida a diana. La integracién de un vector diana
pGKneo que contenia secuencias para el exdn 2 del gen de la SP-D generé una supresion en el segundo exén del
gen de la SP-D, que incluyé la extraccién de la metionina de iniciacion y la traslacion de las secuencias de iniciacién.
La secuencia del gen de los exones 1 y 2 del raton SP-D se pueden encontrar bajo el N° de acceso AF047741 del
Genbank. El vector diana se disefi6 utilizando un pGKneo mediante la subclonacion primero de un fragmento
gendmico de extremos romos de 5,1 kb acabado en Hindlll Kpnl que codifica para el intron 2 a través del exén 6 en
un sitio Kpnl entre el casete de resistencia a la neomicina y el casete de timidina quinasa. Seguidamente, se cortd
un fragmento gendémico de 1,5 kb Pstl que contenia una porcion del intrén | con ligandos Xhol y se cloné en un sitio
Xhol en 5' del casete de resistencia a la neomicina. Ocho de los 104 clones ES que sobrevivieron el proceso de
doble seleccion se marcaron satisfactoriamente tal como se determiné mediante los andlisis por PCR de 5'y 3'. El
clon 93, un clon altamente indiferenciado y proliferado, se expandié y se inyect6 en blastocitos C57/B16 generando
machos quiméricos. Los machos quiméricos se cruzaron con hembras Swiss Negras NIH. Se obtuvo una hembra
portadora del gen marcado y se cruz6 con machos Swiss Negros NIH para generar ratones SP-D (-/-) y SP-D (1)
normales. La distribucion de los genotipos de las parejas heterocigéticas siguieron un patron Mendeliano, con 30
(+/+), 45 (+/-), y 25% (-/-) de 115 descendientes, indicando que no existian anormalidades evidentes en la
supervivencia relacionada con los alelos de SP-D.

Los ratones SP-D (-/-) sobrevivieron y se criaron normalmente en un estabulario bajo unas instalaciones de
contencion mediante barreras en el Children's Hospital Medical Center, Cincinnati, Ohio. Los ratones no presentaban
ningun virus tal como indicaba el analisis serologico. No se detecté ninguna evidencia serologica de infeccién virica
en los ratones SP-D (-/-) durante la necroscopia.

Para determinar el genotipo, se digiri6 ADN de fragmentos terminales con BamHI y se sondearon con un producto
derivado de la PCR del ADN gendmico de raton, que contenia el exén 2 y una parte del intrén 2, y con el ADNc del
clon de resistencia G418. Esto demostr6 una pérdida simultanea del exdn 2 con la aparicion de unas secuencias que
codifican para la resistencia G418 en ratones SP-D (£) y SP-D (-/-).

Para demostrar que la SP-D no se expresaba en animales "con desactivacion génica", se realizé6 un andlisis de
transferencia de ARN con un ARN total de pulmén de animales con desactivacién génica, normales y
heterocigoticos. Los resultados mostraron una reduccion de aproximadamente el 50% en la intensidad de la franja
de hibridacién de la SP-D en animales heterocigéticos con una ausencia total de ARNm de la SP-D de tamafo
normal en animales con desactivacion génica. Después de una exposicién prolongada, se detectd una franja difusa
de ARNm de aproximadamente 150 nucle6tidos mas pequefia que la del ARNm normal de la SP-D. Mediante una
densitometria de barrido, esta franja representa menos del 5% de la intensidad de la transcripcion normal de SP-D
en animales heterocigéticos.

El analisis mediante transferencia Western de los homogeneizados de pulmén utilizando antisuero SP-D de conejo
ant-iraton puso de manifiesto que la SP-D se redujo aproximadamente un 50% en ratones SP-D (+/-) heterocigdticos
y no se encontrd en ratones SP-D (-/-).

Tanto los ratones SP-D (-/-) como los SP-D (+/-) sobrevivieron de forma normal en los periodos perinatal y postnatal.
Se obtuvieron los pesos del cuerpo, los pulmones y el corazén, a las edades seleccionadas, mediante una medicién
directa; y los volumenes de los pulmones y el corazén se obtuvieron mediante el desplazamiento de fluidos. Se
valoré el contenido de proteinas pulmonares y el ADN utilizando albumina sérica bovina y ADN de esperma de
salmoén, respectivamente, como estandares. Los pesos corporales de los ratones SP-D (-/-) fueron ligeramente
inferiores antes del destete, pero no fueron significativamente diferentes a los de los ratones SP-D (+/+) después de
las 3 semanas de edad, Tabla 1. Aunque que los volimenes pulmonares no fueron significativamente diferentes, las
proporciones de volumen pulmonar - peso corporal aumentaron en los ratones SP-D (-/-) a las 3 y a las 6 semanas
de edad, Tabla 1. No se observaron diferencias significativas en el volumen cardiaco o en las proporciones de
volumen cardiaco - peso corporal. En el periodo maduro (5 meses), no se apreciaron cambios en el peso pulmonar
hamedo, en el ADN pulmonar total o en las proteinas.

Sin embargo, aunque que no se observd ninguna anormalidad en el peso corporal, los ejemplos 2 hasta el 5
describen las otras anormalidades o cambios encontrados en los ratones SP-D (-/-).

El ejemplo 2 demuestra el efecto en los niveles de fosfolipidos. Los niveles de fosfolipidos alveolares y tisulares,
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especialmente los niveles de depédsitos de fosfatidilcolina, aumentaron considerablemente mientras que los niveles
de proteinas en el lavado broncoalveolar total (LBA) se mantuvieron sin cambios.

Ejemplo 2

Niveles de fosfolipidos en el ratén SP-D (-/-)

La fosfatidilcolina, alveolar, tisular y saturada total (Sat-PC) (p< 0,001) aument6é aproximadamente 3 veces en
ratones SP-D (-/-). Los niveles de Sat-PC en ratones SP-D (+/-) no se alteraron. Para el analisis de la composicion
de lavado de fosfolipido alveolar, se valoraron de dos a cuatro muestras consistentes en el lavado acumulado de dos
a tres ratones para comprobar la abundancia relativa de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol,
fosfatidilinositol, esfingomielina, X acido liso-bis-fosfatidico. La composicion fosfolpidica no fue diferente entre los
genotipos. La incorporacién de (*H)colina en la Sat-PC pulmonar total se increment6 ligeramente 8 horas después
de la inyeccién, siendo la incorporacion aproximadamente un 20% mayor en los ratones SP-D (-/-) (p< 0,05).

Este resultado fue completamente inesperado ya que los trabajos anteriores sugerian una funcién definitiva para la
SP-A y una funcién limitada para la SP-D en la homeostasis de fosfolipidos pulmonares. Las enfermedades
anteriores asociadas a la homeostasis del tensioactivo implicaban unas acumulaciones tanto de proteinas
tensioactivas como de lipidos, por consiguiente el raton con desactivacion génica para SP-D (-/-) demuestra por
primera vez que la SP-D es un factor importante en la homeostasis del lipido tensioactivo y que la homeostasis del
lipido tensioactivo y de la proteina se pueden disociar in vivo, ya que la concentracion total de proteinas en el
tensioactivo no cambid. Sin embargo, se encontrdé una disminucion moderada en la concentracion total de SP-A tal
como se explica en el ejemplo 3.

Ejemplo 3

Reduccién de los niveles de SP-A en el ratén SP-D (-/-)

No se observaron diferencias en los ARNm SP-B y SP-C o en las proteinas en ratones SP-D (-/-). Por el contrario, la
hibridacion mediante transferencia Nothern del ARN pulmonar total en ratones SP-D (+/+), SP-D (+/-) y SP-D (-/-) y
la hibridacién con una sonda SP-A mostraron que el ARNm SP-A se redujo en ratones SP-D (-/-). En concordancia
con la reducciéon en ARNm SP-A, la proteina LBA SP-A se redujo aparentemente aproximadamente un 25% en
ratones SP-D (-/-) como mostro la valoracion mediante un andlisis por transferencia Western del lavado alveolar en
tres ratones.

Por consiguiente, la SP-D desempefia una funcién en la regulacion de la produccién de la SP-A. Como la SP-A esta
implicada en el sistema inmunolégico del hospedante en los pulmones, la SP-D puede afectar al sistema
inmunoldgico del hospedante de dos maneras. Mediante la sobre-regulacién de la produccion de la SP-A y mediante
la interaccion directa con las células inmunoldgicas y microbianas.

La ultraestructura del material rico en fosfolipido aislado a partir del LBA de los ratones SP-D (-/-) se valor6 tal como
se explica en el ejemplo 4.

Ejemplo 4

Cambios en la estructura del tensioactivo en ratones SP-D (-/-)

Se aisl6 un agregado grande del tensioactivo a partir del lavado alveolar acumulado de ratones SP-D (-/-) y SP-D
(+/+) y se examiné mediante EM utilizando la técnica que se resume a continuacion. Los agregados lipidicos en
ratones SP-D (-/-) se ampliaron y se organizaron en matrices de fosfolipidos opacas a los electrones y contenian
menos mielina tubular en comparacion con los ratones SP-D (+/+). La ultraestructura resulté ser considerablemente
anormal, presentando unas cantidades reducidas de mielina tubular y formando unas estructuras lipidicas Unicas
densamente empaquetadas. Por consiguiente, la SP-D desempena una funcién en la organizacién estructural de los
lipidos alveolares.

Formas de los agregados del lavado alveolar. El tensioactivo en el lavado alveolar se puede separar en fracciones
de un agregado grande (pesado, denso) o de un agregado pequerio (ligero, vesicular) mediante centrifugacion. Los
lavados alveolares se centrifugaron a 40.000 x g sobre un gradiente de sacarosa 0,8M durante 15 minutos.
Después, se extrajo de la interfaz el agregado grande de tensioactivo, se diluyd con solucidn salina normal y se
centrifugd otra vez a 40.000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante de la primera centrifugacion a 40.000 x g que
contiene el agregado pequefio del tensioactivo se concentra a 4°C mediante ultrafiltracion utilizando un filtro de
retencion de peso molecular de 300.000 (Minitan, Miliore Corp., Bedford, MA) o concentradores centrifugos (Amicon
Corp., Danvers, MA). El agregado pequefo del tensioactivo se diluye con 50 ml de solucién salina normal y se
ultrafiltré 3 veces para extraer las proteinas solubles.

Finalmente, se analizé la estructura del pulmén. Aunque, es normal en ratones SP-D (+/+), se observé un aumento
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del numero de macrofagos alveolares grandes esponjosos y de alvéolos agrandados en ratones SP-D (-/-). En el
ejemplo 5 se resumen el método y los resultados de la identificacion de anormalidades pulmonares.

Ejemplo 5

Anormalidades pulmonares en los ratones SP-D (-/-)

Para determinar si la ausencia de la expresion de la SP-D conduce a anormalidades estructurales se fijaron por
inflacion los pulmones de ratones con desactivacién génica, normales y heterocigéticos, y se realiz6 el andlisis
morfolégico e histoquimico en secciones mediante un microscopio éptico. No se encontrd ninguna evidencia de
infeccion ni ninguna alteracién obvia en las células epiteliales de las vias respiratorias al nivel del microscopio 6ptico.
Sin embargo, se observaron de forma consistente anormalidades heterogéneas en el parénquima pulmonar, con
alvéolos agrandados, en los SP-D (-/-) pero no en los SP-D (+/-) o en los testigos SP-D (+/+).

Método morfoldgico e histoguimico

Los ratones SP-D (+/+) y SP-D (-/-) se sacrificaron a las 2 semanas, a las 3 semanas y a las 6 semanas de edad y
se extrajo el tejido pulmonar. Los animales se pesaron, se anestesiaron con una mezcla de cetamina, acepromazina
y xilacina al 4:1:1, y se desangraron mediante el corte de la vena cava inferior y de la aorta descendente. Se colocé
una canula en la traquea, y se colapsaron los pulmones mediante la penetracion del diafragma. Los pulmones se
fijaron por inflacién a 25 cm de presion de agua con un 4% de paraformaldehido en una solucién tampon fosfato
(PBS) durante 1 minuto. La traquea se anudd al extraer la canula para mantener la fijacién en el pulmon inflado. Los
pulmones y el corazén extirpados se dejaron equilibrar en un fijador frio hasta que se hubieron hundido hasta el
fondo del contenedor. A continuacién, se determinaron los voliumenes pulmonar y cardiaco mediante el
desplazamiento de fluido. Cada lébulo se midié siguiendo su eje mas largo, se diseccionaron perpendicularmente al
eje mas largo y se procesaron en bloques de parafina. Se cortaron secciones cinco micras en series a través de la
longitud de cada l6bulo, se cargaron en portaobjetos recubiertos de polisina, y se tifieron con hematoxilina y eosina,
tincién tricromatica de Masson para colageno, u oceina para elastina.

Morfologia pulmonar

Con mas detalle, el examen durante las 2 primeras semanas de vida demostr6 que no se detectaban anormalidades
en la morfologia pulmonar, aunque se constaté un aumento de los nimeros de macréfagos alveolares de aparicion
normal en el alvéolo de los ratones SP-D (-/-) a los 14 dias de edad. Por el contrario, si se observaron anomalias en
la histologia pulmonar en ratones SP-D (-/-) a las 3 y a las 6 semanas de edad consistentes en un agrandamiento de
las vias aéreas y de la infiltracion con macréfagos alveolares atipicamente esponjosos. Durante los 6 a 7 meses de
edad se observaron unos agrandamientos de las vias aéreas asociados con la acumulacién de macrofagos
alveolares esponjosos hipertroficos e infiltrados monociticos perivasculares/peribronquiales, aunque la amplitud del
agrandamiento de la via aérea en ratones SP-D (-/-) variaba individualmente de moderado a grave en este grupo de
edad.

En ratones SP-D (-/-) de 7 meses de edad se observaron unas lesiones fibroticas subpleurales que se tefiian
intensamente con colageno. También se observaron anormalidades en el depésito de elastina en el parénquima de
los pulmones de ratones SP-D (-/-) en este periodo de tiempo. Esto consistia en regiones del parénquima pulmonar
con fibras elasticas cortas y gruesas y mas altamente enrolladas, asi como en regiones de inflamacién en donde la
tincién de la elastina disminuyé en el septo alveolar adyacente (adyacente a la acumulacion de macréfagos y la
fibrosis).

En los ratones SP-D (-/-) se distinguié un aumento del tejido linfocitico asociado a los bronquios (LBAT). La
intensidad de la inmunotincién en la SP-B en células de tipo Il fue similar entre los tres genotipos. Las células de tipo
Il se purificaron tal como se explica a continuacion. Sin embargo, existian unas areas focales con un aumento del
nuamero de células intraalveolares esponjosas grandes, que parecian ser macréfagos alveolares que contenian
abundantes vesiculas citoplasmicas. Estas células aumentaron de tamafio como resultado del aumento del nimero
y del volumen de las vesiculas citoplasmicas. Las vesiculas tefiidas con Rojo de Nilo y que presentaban
fluorescencia cuando se excitaban con luz verde de una longitud de onda de 520-550 nm después de haberse tefido
con Rojo de Nilo y por consiguiente que contenian lipido o fosfolipido. Estos macrofagos también se tifieron
mediante antisuero de SP-B. En el lavado alveolar, se observaron aproximadamente 4 veces mas macrofagos (1,2 x
10° por ratén) en los ratones SP-D (-/-) en comparacion con los ratones normales (0,36 x 10° por ratén), pero no se
encontraron cambios en el recuento relativo de células neutréfilas o limfocitas. El tamafo de los macréfagos se
calculd a partir del diametro de los magroéfagos fijados y tefiidos de las preparaciones de cytospin sedimentadas en
los portaobjetos de cristal a 1500 x g durante 2 minutos. El didmetro medio de los macréfagos de (+/+) fue de 11,75
+ 1,75 um en comparacioén con los ratones (-/-) 18,75 £ 7,25 um. Los macr6fagos anormalmente grandes, definidos
como aquellos que presentan un didmetro doble del normal, comprendian el 22,4 + 0,6% de los macréfagos de
ratones (-/-) en comparacion con el 18 = 1,0% de los ratones (+/+). Los numeros y la morfologia de los macréfagos
alveolares no fue diferente en los ratones SP-D (-/-). Las caracteristicas ultraestructurales de las células tipo Il fueron
similares en los SP-D (-/-) en comparacién con las de los ratones SP-D (+/+). La morfologia de los macrofagos
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alveolares es consecuente con la de las células "esponjosas" activadas, que se sabe que estan asociadas con la
inflamacion.

Aislamiento de las células murinas de tipo |l

Las células de tipo Il se aislan de forma rutinaria en este laboratorio utilizando el siguiente método. Los ratones se
anestesian mediante una inyeccion intraperitoneal y pentobarbital (50 mg/ml 3,25 ml/kg de peso corporal). Después
de abrir la cavidad abdominal, se desangra a los ratones mediante el corte de la vena cava inferior. La traquea
queda expuesta y se coloca una canula con un adaptador luer de calibre 20, y se asegura con una sutura. Se extrae
la placa pectoral y los pulmones se perfusionan con 10-20 ml de solucién salina estéril a través de la arteria
pulmonar hasta que visualmente no quede sangre. La dispasa se instila en los pulmones a través del catéter
traqueal, seguido de agarosa poco fundida al 1%, calentada a 45°C. Los pulmones se recubren inmediatamente con
hielo y se incuban durante 2 minutos para que la agarosa se asiente. Los pulmones se diseccionan, se colocan en
un tubo de cultivo que contiene 1 ml adicional de Dispasa, y se incuban durante 45 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente, los pulmones se transfieren a una placa de cultivo de 60 mm que contiene 100 U/ml de ADNasa 1
(Sigma, St. Louis, MO) en 7 ml de DMEM (Gibco, BRL, Gaithersburg, MD). El tejido se separa cuidadosamente de
las vias respiratorias y se agita durante 5 minutos. Después, las células se colocan en hielo hasta que se hayan
filtrado. La suspension celular se filtra sucesivamente a través de tamices celulares de 100 m y 40 m, y después a
través de una malla de nailon de 25 m de calibre (Tetko, Biercliff Manor, NY). Las células se sedimentan durante 7
minutos a 130 x g a 4°C y se vuelven a poner en suspension en 10 ml de DMEM con un 10% de SBF (Intergen Co.,
Purchase, NY). Las suspensiones celulares en bruto se afiaden a placas de cultivo de 100 mm que previamente se
han recubierto con anticuerpos CD-45 y CD-32 (Pharmigen, San Diego, CA) y se incuban durante 102 horas a 37°C
en presencia de un 5% de CO.. Las placas se extraen del incubador y se "escrutan" cuidadosamente para liberar las
células de tipo Il fijadas. La suspension celular se centrifuga a 130 x g a 4°C y se vuelve a poner en suspension en
10 ml de DMEM con un 10% de SBF (Intergen Co., Purchase, NY). Las supensiones celulares en bruto se afiaden a
unas placas de cultivo de 100 mm que previamente se han recubierto con anticuerpos CD-45 y CD-32 (Pharmigen,
San Diego, CA) y se incuban durante 102 horas a 37°C en presencia de un 5% de CO.. Las placas se extraen del
incubador y se "escrutan" cuidadosamente para liberar las células de tipo Il fijadas. La suspensién celular se
centrifuga a 130 x g durante 7 minutos y las células se vuelven a poner en suspensién en DMEM que contiene un
10% de SBF.

Via aérea y parénquima pulmonar

Se realizaron unas mediciones morfométricas en ratones a los 5 dias (0,5 semanas), a los 14 dias (2 semanas) y a
los 17 dias (2,5 semanas), a las 3y 6 semanas, y a los 6 hasta los 7 meses de edad. La proporcion total (% del area
fraccional) del parénquima respiratorio y de la via aérea se determiné utilizando un método de recuento de puntos.
Las mediciones se realizaron en secciones tomadas a intervalos a lo largo de los I6bulos izquierdo, derecho superior
o derecho inferior. Los portaobjetos se observaron utilizando un objetivo de 20x, y las imagenes (campos) se
transfirieron mediante una videocamara a la pantalla de un ordenador utilizando el software Metamorph Imaging
(Universal Imaging Corp., West Chester, PA). Se superpuso una red de rejillas de 121 puntos, generada por
ordenador, en cada campo, y se contaron el nimero de intersecciones (puntos) que caian sobre el parénquima
respiratorio (alvéolos y conductos alveolares) o la via aérea. Los puntos que caian sobre los bronquiolos, los vasos
amplios, y las arteriolas y las vénulas méas pequefias se excluyeron del estudio. Las areas fraccionales (% de Area
Fx) se calcularon mediante la divisién del nimero de puntos para cada compartimiento (n) por el nimero total de
puntos contenidos en el interior del campo (N), y después se multiplicé por 100:

% de Area Fx = n/N x 100

Se analizaron diez campos por seccién para reunir los datos. Las coordenadas x e y para cada campo medido se
seleccionaron utilizando un generador de numeros aleatorio.

Aunque, tal como se muestra en la figura 1, no se observaron diferencias en la proporcién relativa (% de area
fraccional) de la via aérea (a) y del parénquima respiratorio (b) a los 5 dias (0,5 semanas), a los 14 dias (2
semanas), o a los 17 dias (2,5 semanas) de edad, el % de area fraccional de la via aérea aumentd
significativamente (p = 0,013) en ratones SP-D (-/-) de 3 semanas de edad. Mas especificamente, el area fraccional
unida tanto a la via aérea (a) como al parénquima (b), divergia significativamente entre los dos genotipos distintos a
las 3 semanas (*p = 0,013), a las 6 semanas (*p = 0,0007), y a las 28 semanas (*p = 0,004) de edad. Asimismo, el %
de éarea fraccional de parénquima respiratorio disminuy6 en los ratones SP-D (-/-) en comparacion con los testigos
SP-D (+/+) emparejados por edad (el 34% de parénquima/66% de via aérea en comparacion con el 42,5% de
parénquima/57,5% de via aérea, respectivamente), figura 1. Las proporciones relativas de la via aérea y del
parénquima respiratorio continuaban divergiendo significativamente de los testigos en periodos de tiempo
posteriores, situandose el % de areas fraccionales en un intervalo del 27% de parénquima/73% de via aérea a 37%
de parénquima/63% de via aérea en ratones SP-D (-/-) de 7 meses de edad (n = 5). Los testigos SP-D (+/+)
emparejados por edad mostraron menos variabilidad, situandose en el intervalo entre el 45% de parénquima/55% de
via aérea al 47% de parénquima/53% de via aérea, en este periodo de tiempo (n = 4). El porcentaje total de
reduccion del parénquima a los 7 meses de edad en ratones SP-D (-/-) fue de un 32% de los valores de los testigos,
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mientras que el porcentaje de aumento de la via aérea en los ratones SP-D (-/-) fue de un 27% de los valores de los
testigos.

Proliferacién celular

Los animales fueron pre-inyectados con BrdU 4 horas antes del sacrificio para valorar las alteraciones en la
proliferacién celular. Se llevé a cabo la deteccion inmunohistoquimica de la BrdU incorporada utilizando un equipo
disponible comercialmente (Zymed Laboratorios, Inc., San Francisco, CA). Las secciones de intestino delgado de
cada animal se inmunotifiieron en paralelo con las secciones pulmonares como testigo positivo para la incorporacion
de la BrdU.

Los indices de marcado de la BrdU fueron relativamente bajos, y no se observaron cambios en el marcado BrdU en
células del parénquima respiratorio o en los macréfagos alveolares en los pulmones de ratones SP-D (-/-) en
comparacion con los testigos.

Volumenes pulmonares

La determinacion de los volumenes pulmonares utilizando unas curvas de presion-volumen se realizé de la siguiente
manera: Se inyect6 a ratones de doce semanas de edad con fenobarbital sddico y se colocaron en una camara que
contenia un 100% de oxigeno para asegurar el colapso completo de los alvéolos por absorcién del oxigeno. Los
ratones se sacrificaron por desangramiento, se colocé una canula en la trdguea y se conectdé a una jeringa unida a
un sensor de presion a través de un conector de tres vias (Mouse Pulmonary Testing System, TSS Incoporated,
Cincinnati, OH). Después de abrir el diafragma, los pulmones se inflaron a incrementos de 75 ul cada 10 segundos
hasta una presién de 28 cm de agua y después se desinflaron. Las curvas de presidon-volumen se generaron para
cada animal, determinando los volimenes pulmonares (dividido por el peso corporal) a 10,5 y 0 cm de agua durante
la curva de desinflado. En la figura 2 se muestran las curvas de presion-volumen generadas en 5-6 ratones de 12
semanas de edad. Los volimenes pulmonares asociados con las ramas de descenso de las curvas de presion-
volumen fueron significativamente mayores en los ratones SP-D (-/-) de 12 semanas de edad en comparacién con
los ratones SP-D (+/+) emparejados por edad a 10 cm H2O y a una presién maxima de 28 cm HzO (*p = < 0,05).

Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron utilizando tanto un andlisis de variacion de las areas
fraccionales y las curvas de presion-volumen, seguido del procedimiento Student-Newman-Keuls, o del test T de
Student para la comparacion de los pesos corporales, los volimenes pulmonares y cardiaco; volimenes, volumen:
proporciones de peso corporal, contenido total de proteinas y ADN. Las diferencias de p < 05 se consideraron
significativas. Los valores se proporcionan como la media + DS.

El incremento de los volumenes pulmonares fue facilmente apreciable en los ratones SP-D (-/-) a las 12 semanas de
edad, en concordancia con los estudios histolégicos y morfométricos que manifestaban enfisema, véase la figura 2.

Alvéolos

Los alvéolos agrandados se observaron consistentemente en los ratones SP-D (-/). Por consiguiente, es muy
probable que la SP-D esté implicada en la regulacion de la remodelacién alveolar en los pulmones. Puesto que las
anormalidades y la remodelacion de la via aérea es una caracteristica definitoria del enfisema, el ratén SP-D (-/-) es
un modelo ideal para el estudio del enfisema.

Ejemplo 6

Citoguinas, produccién de peréxido de hidrégeno, y actividades de la metaloproteinasa

METODOS

Mediciones de la citoquina

Los homogeneizados de pulmén de ratones de 6 a 9 semanas de edad se centrifugaron a 2000 RPM y se
almacenaron a -20°C. Se cuantificaron el factor tumoral de necrosis alfa (TNF-a), la interleuquina (IL)1p, IL-6, y la
proteina inflamatoria macréfaga (MIP)-2 utilizando kits de ELISA de sandwich murina (R&D Systems, Minneapolis,
MN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas las placas se leyeron en un lector de microplacas (Molecular
Devices, Menlo Park, CA) y se analizaron utilizando un programa de analisis asistido por ordenador (Softmax;
Molecular Devices). Sélo se aceptaron para andlisis los ensayos que presentaban unas curvas estandares con un
valor de la linea de regresion calculada de > 0,95.

Produccién de peréxido de hidrégeno

Los macréfagos alveolares se recogieron mediante un lavado broncoalveolar con 1 ml de dye-free RPM1 media sin
tincién (Gibco, Grand Island, NY) tres veces. El fluido del lavado broncoalveolar (FLBA) de 8-10 ratones se agrup6
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para proporcionar un namero suficiente de macréfagos para el anélisis. El lavado se centrifugd a 1200 RPM durante
10 minutos y se volvieron a poner en suspensién en PBS un millén de macréfagos. Se midi6é la produccion de
peroxido de hidrégeno por los macréfagos utilizando un ensayo disponible comercialmente (Bioxytech HoD2 - 560
assay, OXIS International, Portland, OR) basado en la oxidacion de iones ferrosos (Fe*) a iones férricos (Fe*") por
peroxido de hidrégeno bajo condiciones acidas. Los métodos se realizaron siguiendo las recomendaciones del
fabricante. La produccién de peréxido de hidrogeno se determind después de la activacion con 100 ng/nl de acetato
de miristato forbol (PMA) o sin estimulacién.

Actividad de la metaloproteinasa

Las muestras de lavado de ratones se centrifugaron (100.000 x g, 1 hora) en un rotor SW-28 (Beckman, Palo Alto,
CA). Los sobrenadantes se concentraron utilizando unidades de filtracion Centricon-30 (Amicon, Inc., Beverly, MA).
Se realizd una electroforesis de las muestras (200 pug de proteina) bajo condiciones no reductoras (Laemmli) en
Zymogram al 10%, gelatina y geles de caseina (Novex, San Diego, CA). Después de la electroforesis, los geles se
lavaron dos veces con un Triton-X-100 al 2,5% (a 37°C, durante 15 minutos) y se incubaron durante 16 horas con
Tris-HCI 40 mM, pH 7,5, CaCl,10 mM, y de ZnCl, 1 uM. Los geles se tifieron con un Azul de Coomassie al 0,5%
(p/v) de en un 50% de metanol, un 10% de de &cido acético durante 1 hora y después se destifieron. Las
metaloproteinasas se detectaron en forma de unas bandas claras en contraste con el fondo azul. EI ARNm de las
metaloproteinasas 2 y 9 del se cuantificd mediante andlisis mediante transferencia Nothern del ARNm pulmonar total
de tipo salvaje y de los ratones SP-D (-/-) utilizando sondas de ADNc marcadas con [**P] (Chemicon International,
Inc., Temecula, CA).

RESULTADOS

Los homogeneizados de pulmoén de los ratones SP-D (-/-) de 6 a 9 semanas de edad no contenian niveles de
inflamacién de las citoquinas preinflamatorias TNF-a, IL-1B, IL-6, o MIP-2, aunque los niveles basales de la IL-1B
aumentaron significativamente, figura 3. Por el contrario, la produccién de oxidantes, valorada mediante la medicién
de la produccién de peroxido de hidrégeno por los macrofagos alveolares aislados de los ratones SP-D (-/-),
aumenté 10 veces, figura 4. La produccién de perdxido de hidrégeno y superdxido es una medida de la activacion de
los macréfagos, particularmente de la activacion microbicida. Puesto que la produccion de oxidantes se ha asociado
con la activaciéon de un niumero de metaloproteinasas y con el enfisema tanto en estudios con personas como con
animales, se estimaron las actividades de las metaloproteinasas mediante la degradacién de sustratos gelatinosos
después los sobrenadantes SDS-PAGE de LBAT aislados a partir de los ratones SP-D (-/-) y SP-D (+/+). Se
detectaron facilmente unas bandas de actividad concordantes con la metaloproteinasa-2 y -9 en ambos genotipos,
pero no existio alteracion en el FLBA de ratones SP-D (-/-). Asimismo, la abundancia de metaloproteinasa-2 y -9 en
el ARNm fueron similares en todas las muestras de ARN pulmonar total de ratones SP-D (-/-) y SP-D (+/+) valorados
con el andlisis mediante transferencia Nothern.

Los resultados mostrados en los ejemplos 1-6 fueron completamente inesperados. No existe ningin documento en
la bibliografia que sugiera que un ratén con desactivacion génica para SP-D sea un modelo para el enfisema.

En resumen, el ratén SP-D (-/-) demuestra de forma concluyente una funcion extraordinaria y sorprendente de la SP-
D en la regulacion de la homeostasis del tensioactivo, en la estructura del tensioactivo alveolar en el pulmén, en la
regulacion de la expresion de la SP-A, o que desempefa una funcion inhibidor importante en la produccion de
peroxido de hidrégeno, oxidante en el pulmén. Por consiguiente, sus niveles son importantes para la supresion de la
produccion de oxidante en curso y lesiones y para la regulacién de la remodelacion alveolar. Esto convierte al ratén
SP-D (-/-) en un modelo excelente para el enfisema. En el ejemplo 7, se resumen los resultados para el modelo de
raton para el enfisema.

Ejemplo 7

El ratén SP-D (-/-) como modelo para el enfisema

La deficiencia de SP-D provoca inflamacién, aumento de la produccion de oxidante por los macréfagos alveolares
aislados, enfisema, y fibrosis localizada en ratones SP-D (-/-) con gen inactivado. La naturaleza progresiva y
coordinada de estas anormalidades pulmonares apoyan la conclusiéon de que el agrandamiento alveolar en ratones
SP-D (-/-) esta provocada por la remodelacién alveolar asociada con la inflamacién crénica, mas que con el
desarrollo de las anormalidades que tienen lugar durante la alveologénesis. Los presentes hallazgos coinciden con
la hipétesis de una funcién importante e inesperado de la SP-D en la modulacién de la inflamaciéon pulmonar y en la
produccion de oxidantes y sugieren que los cambios en la regulacién o funcion de la SP-D puede jugar una funcién
en los procesos patoldgicos que conducen a un enfisema seguido de una lesién pulmonar crénica.

Los andlisis histolégicos y morfométricos de los pulmones de ratones SP-D (-/-) pusieron de manifiesto la ausencia
de anormalidades en la estructura pulmonar hasta las 3 semanas de edad después del parto, una semana después
de que se haya completado la alveologénesis en ratones. Esto coincide con la observaciéon de que las proporciones
relativas del parénquima respiratorio y de la via aérea eran similares tanto en ratones SP-D (-/-) como en ratones
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SP-D (+/+) entre los dias 5 y 17 después del parto. Después de las 2 semanas de edad, se observo un aumento de
las proporciones de la via aérea parenquimal en ratones SP-D (-/-), coinciden con la remodelacion en curso de los
espacios del parénquima y alveolares. El agrandamiento de las vias aéreas se habia asociado generalmente con la
acumulacion focal de los macréfagos alveolares grandes y esponjosos, aunque existia alguna heterogeneidad tanto
en la localizacion y extensién de los infiltrados inflamatorios como en la remodelacion en ratones mas viejos. Aunque
se observé una acumulacion focal de macréfagos alveolares en los pulmones de ratones SP-D (-/-) ya a las 2
semanas de edad, la morfologia del macréfago permanecié normal en este periodo de tiempo. A las 3 semanas de
edad se observé una morfologia de macroéfago alveolar anormal, que consistia en células grandes esponjosas, y fue
coincidente con el agrandamiento de las estructuras alveolares a partir de ese momento. Los estudios previos
demostraron un aumento del nimero de macréfagos alveolares agrandados en ratones SP-D (-/-) de 8 semanas de
edad. Por consiguiente, el desarrollo del enfisema en ratones SP-D (-/-) coincide con la acumulacién temporal y
espacial de macréfagos activados, sugiriendo su funcién en el proceso de regulacion. Los presentes hallazgos no
apoyan una funciéon de la SP-D en la morfogénesis y alveologénesis en pulmones normales, un proceso
generalmente completado aproximadamente a las 2 semanas de edad después del parto en ratones.

Los presentes hallazgos confirman una funciéon importante de la SP-D en la modulaciéon de la activacion del
macréfago alveolar y en la produccion de oxidante, que conduce al enfisema y a la fibrosis. La infiltracién del
macréfago y la remodelacion pulmonar en ratones SP-D (-/-) estaban asociados con diferencias moderadas pero
significativas en los niveles inflamatorios de varios mediadores proinflamatorios, incluyendo la IL-1b, la MIP-2, pero
no el TNF-a y la IL-6, pero mas bien con un considerable aumento de la produccion de perdéxido de hidrégeno por
parte de los macréfagos alveolares aislados. Aunque los niveles basales de la IL-B1 aumentaron significativamente
en los ratones SP-D (-/-), la IL-B1 no aument6 a niveles normalmente detectados en inflamaciones graves. Aunque
se observé un aumento de la IL-B1 y de la produccién de perdxido de hidrégeno en los ratones SP-D (-/-), todavia no
esta claro si las anormalidades encontradas en dichos ratones son mediados directamente por la citoquina o alguna
lesion inducida por el oxidante. Aunque se ha sugerido que la SP-D desempefia una funcién importante en el
sistema inmunolégico del hospedante, no existia evidencia histoldgica o seroldgica de infeccion en la colonia de SP-
D (-/-).

La produccion de peréxido de hidrogeno aumentada y el aumento del nimero de macréfagos alveolares
encontrados en los pulmones de ratones SP-D (-/-) apoyan el concepto de que la SP-D desempefa una funcién
antiinflamatorio importante en el pulmén y regula la produccién de perdxido de hidrogeno por parte de los
macrofagos alveolares in vivo. Las relaciones entre la lesion por oxidante y el desarrollo del enfisema y la fibrosis
pulmonar estan bien establecidas en numerosos modelos animales y genéticos. Por ejemplo, la exposicion neonatal
a la hiperoxia provoca la remodelacién alveolar y fibrosis en los ratones recién nacidos. Puesto que la activacién de
las metaloproteinasas se ha asociado con la lesion por oxidante y el enfisema, se valoraron las actividades de las
metaloproteinasas en FLBA de los ratones SP-D (-/-). Mientras la actividad de la proteasa coincidente con la
metaloproteinasa -2 y -9 se detectd faciimente por zimografia, no se detectaron cambios coincidentes con las
actividades de estas proteinasas ni en sus ARNm en ratones SP-D (-/-). Todavia es posible, sin embargo, que las
concentraciones aumentadas localizadas en tejido de las metaloproteinasas y/o las alteraciones en otras proteasas
o antiproteasas puedan estar asociadas con la deficiencia de SP-D. Las deficiencias en las antiproteasas, asi como
el habito de fumar y las lesiones por oxidantes por parte de téxicos de oxidacidén (por ejemplo, la bleomicina o
paracuat), se han asociado todas ellas con el enfisema o fibrosis pulmonar en el pulmén humano.

Aunque se aumenté el contenido de fosfolipidos tensioactivos en ratones SP-D (-/-) y se asocié con el aumento del
numero de macréfagos alveolares grandes y esponjosos, el aumento del contenido fosfolipido por si solo no parece
ser suficiente para provocar la remodelacion alveolar observada en ratones SP-D (-/-). De hecho, el efecto total de
los fosfolipidos tensioactivos parece ser antiinflamatorio, alterando la fagocitosis, la produccion de oxidantes y la
liberacion de las citoquinas, e inhibiendo la proliferacion de linfocitos, la produccion de inmunoglobulina, y la
expresion de moléculas de adhesion. Por otra parte, los ratones transgénicos en los que la GM-CSF se habia sobre
expresado en el epitelio respiratorio presentaban un aumento considerable de los nimeros de macrofagos
alveolares de apariencia normal, pero no desarrollaron proteinosis/lipoidosis alveolar pulmonar, enfisema o fibrosis.
Por el contrario, los fosfolipidos y proteinas tensioactivas aumentaron considerablemente en los pulmones tanto en
ratones GM-CSF (-/-) como en ratones que presentaban deficiencia del receptor GM de la subunidad beta comun
(Bc) en asociaciébn con la acumulacion de macrofagos alveolares y los infitrados de monocitos
perivasculares/peribronquiales; sin embargo, ningin modelo de proteinosis/lipoidosis alveolar pulmonar se asocio
con el enfisema o fibrosis. Asimismo, los ratones transgénicos que re-expresan la IL-4 en el pulmén también
presentaban cantidades aumentadas de proteinas tensioactivas y lipidos, asi como un aumento de los numeros de
células inflamatorias, pero no desarrollaron enfisema.

Aunque las concentraciones de la SP-D en el pulmén cambian durante el desarrollo, aumentando con la edad, los
niveles de la SP-D también se encuentran influenciados por diversos estados clinicos. Estudios recientes han
demostrado una reduccion considerable de las concentraciones de SP-D en FLBA obtenido de pacientes con fibrosis
quistica (FC), sugiriendo una funcién potencial de la SP-D en la patogénesis de la inflamacién crénica asociada con
la enfermedad pulmonar de la FC. Los niveles de la SP-D también se redujeron en FLBA de fumadores, sugiriendo
que la disminucién de los niveles de la SP-D pueden contribuir al desarrollo posterior de enfermedad pulmonar
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obstructiva cronicas (EPOC) y de enfisema en estos pacientes. Aunque las concentraciones de la SP-D en FLBA
aumentaron en pacientes con proteinosis alveolar pulmonar (PAP), los pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica
(IPF) y neumonia intersticial asociada con la enfermedad vascular del colageno (IPCD) presentaban una disminucion
de los niveles FLBA de SP-D. Por otra parte, las concentraciones séricas de SP-D aumentaron en pacientes con
PAP, IPF, y IPCD; aunque los niveles séricos tanto de la SP-A como de la SP-D variaban segun la gravedad de la
IPF y durante el transcurso de las terapias antiinflamatorias. Estos hallazgos clinicos, asi como el presente estudio,
demuestran que la SP-D es necesaria para el mantenimiento de una arquitectura pulmonar normal y para la
supresion de la produccién de oxidantes, apoyando el concepto de que los cambios en las concentraciones de la
SP-D pueden estar implicados en la patogénesis de las lesiones pulmonares asociados con diversos estados
clinicos, incluyendo la lesion por oxidacion, abscesos pulmonares, enfermedades secundarias, fibrosis quistica,
fibrosis pulmonar idiopatica (IPF), y enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), varias infecciones
pulmonares, sindrome de dificultad respiratoria (RDS), displasia broncopulmonar (BPD), lesiones pulmonares
inducidas por la quimioterapia, absceso secundario a primario de fibrosis pulmonar (es decir, sarcoidosis), y asma.

En los estudios previos, no se observaron anormalidades en los macréfagos alveolares ni en la morfologia pulmonar
en los ratones heterocigéticos SP-D (-/-), demostrando que una reduccién del 50% en la concentracion de la SP-D
en FLBA no es suficiente para provocar anormalidades pulmonares. Las concentraciones exactas de SP-D que son
necesarias para la inhibicién de las lesiones pulmonares inducidas por oxidante y para la remodelacién pulmonar no
estan claras por el momento. Todavia no se ha determinado si una lesién posterior o un estrés oxidante en los
pulmones de ratones SP-D (+/-) o SP-D (-/-) agravaran el enfisema o la fibrosis en este modelo animal.

La reduccion moderada de las concentraciones de la SP-D pulmonar encontrada en ratones SP-D (-/-) no parece
contribuir a los cambios en la morfologia celular observados en dichos ratones, ya que ni los ratones SP-D (+/-) ni
los SP-D (-/-) desarrollaron el enfisema. Ademas, la morfologia pulmonar de ratones con deficiencia de SP-A fue
normal, y, al contrario de los ratones SP-D (-/-), la deficiencia de SP-A se asoci6 con la disminucion de la produccion
de perdxido de hidrégeno por parte de los macrofagos alveolares aislados.

Los ratones SP-D (-/-) desarrollaron un enfisema agudo y progresivo. La remodelacion alveolar y las anormalidades
macrofagas fueron evidentes tan pronto como a las 3 semanas de edad, mientras que la fibrosis pulmonar focal leve
se observé durante los 6 a 7 meses de edad, demostrando una funcién de la SP-D en la regulacién de la inflamacién
y de la remodelacion alveolar. El presente estudio también demuestra una funcion inesperada de la SP-D en la
regulacion de la produccién de peréxido de hidrégeno por parte de los macréfagos alveolares in vivo, que puede
contribuir al desarrollo del enfisema en los pulmones de ratones SP-D (-/-). Todavia no se ha determinado si la
deficiencia de SP-D contribuye a la inflamacion en curso o al desarrollo del enfisema y la fibrosis encontradas en
varias enfermedades pulmonares crénicas en personas, incluyendo las provocadas por el tabaco y otros oxidantes.

Terapias de prueba en el modelo de ratdén

Debido a la falta de terapias farmacéuticas para el tratamiento del enfisema, es imprescindible un modelo para
probar posibles terapias. El ratdn SP-D (-/-) proporciona este modelo. Por consiguiente, el ejemplo 6 proporciona un
marco de muestra para las pruebas farmacéuticas, las preparaciones de proteinas, o las manipulaciones genéticas
para el tratamiento del enfisema.

Ejemplo 8

Se administran por via intratraqueal varias dosis o concentraciones de proteina o de farmacos diluidos en un tampén
apropiado a los ratones SP-D (-/-). La proteina y el farmaco se purifican de forma apropiada para su utilizacién in
vivo. Se administra un adenovirus recombinante u otros vectores genéticos que contienen el gen de interés de la
siguiente manera. Los ratones SP-D (-/-) son inmunodeprimidos para bloquear especificamente las respuestas
inmunoldgicas mediados por linfocitos T, y se tratan con un constructo adenovirico disefiado para expresar el gen de
interés en células transducidas. Se inyecta a los ratones intraperitonealmente el anticuerpo H57 3 dias antes de
recibir el constructo adenovirico. El H57 altera el reconocimiento inmunoldgico en el receptor de los linfocitos T y
disminuyen los linfocitos esplénicos y pulmonares T y B. Se instila una dosis por via intratraqueal y otro grupo se
trata intraperitonealmente con H57 seguido de una administracién intratraqueal del vehiculo sélo. Los niveles de la
proteina de interés se miden 1 semana después de la administracion para detectar la absorcién y la expresion del
vector. Se realizan pruebas a cuatro ratones y los ratones SP-D (-/-) no tratados se utilizan como testigos. La
inoculacion intratraqueal implica la anestesia con isofluorano, y se practica una incision en la linea media anterior
para exponer la traquea. Se inserta una aguja de calibre 30 unida a una jeringa de tuberculina en la traquea, y se
dispersa en los pulmones 1 in6culo de 100-u de proteina o farmaco. La incision se cierra con una gota de Nexaband.
Se inyecta PBS no piogénico por via intratraqueal como testigo.

Para probar la eficacia de la proteina, del farmaco o de la manipulaciéon genética en los efectos de disminucién del
enfisema, se realizaron diversas pruebas.

Para determinar los efectos de la proteina o del farmaco en la estructura pulmonar los pulmones se fijaron por
inflacion y las secciones se valoraron mediante un microscopio electrénico. Los pulmones de ratones tratados y no
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tratados se inflaron a través de una canula traqueal a 20 cm de presion con un 4% de paraformaldehido y se
extrajeron del térax en bloque. Los pulmones se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de tejido
(5 m) se tifieron con hematoxilina y eosina.

Para comprobar el nimero y la morfologia de los macréfagos: la tincion con Rojo de Nilo detecta vesiculas y la
tincion con Azul de Nilo y la excitacién con luz verde de una longitud de onda de 520-550 mm es un método
adicional para detectar lipidos y fosfolipidos. El numero de macréfagos se determina mediante la tincion con
antisuero de SP-B. El tamafio del macréfago se calcula a partir del diametro de los macréfagos fijados y tefiidos de
las preparaciones de citospina sedimentadas en los portaobjetos de cristal a 1580 x g durante 2 minutos.

La composicién y la ultraestructura del tensioactivo se analizan de la siguiente manera: la estructura del tensioactivo
se analiza aislando los agregados grandes del lavado alveolar acumulado de los ratones SP-D (-/-) tratados y no
tratados y se examinan mediante EM (véase el protocolo a continuacion). Para el andlisis de la composicion del
lavado alveolar de los fosfolipidos, se valoraron de dos a cuatro muestras consistentes en el lavado acumulado de
dos a tres ratones para comprobar la abundancia relativa de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol,
fosfatidilinositol, esfingomielina, y acido liso-bis fosfatidico. Se valora la incorporacion de {*H}colina en la Sat-PC
pulmonar total para determinar la concentracion total de fosfolipidos.

Formas de agregados del lavado alveolar. El tensioactivo en el lavado alveolar se puede separar en fracciones de
agregado grande (pesado, denso) y agregado pequefio (ligero, vesicular) mediante centrifugacién. Los lavados
alveolares se centrifugaron a 40.000 x g en un gradiente de sacarosa 0,8 M durante 15 minutos. Después se recogio
el agregado grande del tensioactivo de la interfase, se diluy6é con solucién salina normal y se volvié a centrifugar a
40.000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante de la primera centrifugacion a 40.000 x g que contiene el agregado
pequerio del tensioactivo se concentra a 4°C mediante ultrafiltracion utilizando un filtro de retencién de peso
molecular de 300.000 (Minitan, Miliore Corp., Bedford, MA) o concentradores centrifugos (Amicon Corp., Danvers,
MA). El agregado pequefio del tensioactivo se diluye con 50 ml de solucién salina normal y se ultrafilira 3 veces para
extraer las proteinas solubles.

La SP-D como tratamiento de las enfermedades pulmonares

Puesto que la supresion de la SP-D produce el modelo de ratén para el enfisema, la SP-D es una eleccién obvia
para el tratamiento o la prevencion del enfisema. También es un tratamiento obvio para otros tipos de enfermedades
pulmonares puesto que muchas de éstas enfermedades se caracterizan por una produccién aberrante de
tensioactivo. Ademas, su efecto en la SP-A y su posible funciéon en el sistema inmunoldgico del hospedante la
convierten en una herramienta Util para aumentar la funciéon inmunoldgica en los pulmones. La viabilidad de la
transferencia genética al epitelio respiratorio es muy prometedora como tratamiento para varias enfermedades
pulmonares. Una variedad de vectores de base viral y no viral se han desarrollado para transferir genes a las células
de la via respiratoria, incluyendo vectores adenovirales recombinantes. Dichos vectores son particularmente
prometedores para su utilizacion en tratamientos respiratorios porque presentan el potencial de ser dispuestos en
aerosoles. Por consiguiente, el ejemplo 9 consiste en un experimento que utiliza la proteina SP-D de ratén purificada
para el tratamiento del enfisema en ratones SP-D (-/-). El ejemplo 10 consiste en un experimento que utiliza
adenovirus para expresar la SP-D de rata para el tratamiento del enfisema en ratones SP-D (-/-). El ejemplo 11
proporciona un marco de muestra para la utilizacion del péptido de la SP-D, o de vectores que expresan la SP-D
para la prevencion y el tratamiento de dichas enfermedades. El enfisema se utiliza como un ejemplar de la
enfermedad pulmonar. El adenovirus se utiliza como un ejemplar de los vectores.

Tratamiento con SP-D purificada

Ejemplo 9

Los ratones SP-D (-/-) se trataron con SP-D de ratén purificada, purificada tal como se describe a continuacion. Se
analizaron los niveles de PC saturada en el lavado alveolar y en lavado pulmonar total. La administracion de dosis
intratraqueales repetidas a intervalos de 24 horas dieron como resultado una correccién parcial de la acumulacién de
lipido después de 3 a 7 dosis, véase la figura 12.

La semi-vida de la SP-D en la via respiratoria se determin6 en 13 horas en ratones (véase la figura 13) (la técnica se
describe a continuacién); por consiguiente, la deficiencia de SP-D se puede tratar reemplazando la proteina SP-D a
un intervalo razonable mediante un aerosol o un inhalador de particulas o de mezclas de tensioactivos.

Purificacién de la SP-D de ratén

Se recolectd el fluido del lavado broncoalveolar (LBA) de ratén de ratones mutantes con doble desactivaciéon génica
para GMCSF y SP-A, se congeld, y se agrup6 para la posterior purificacion de la SP-D. Se introdujo maltosil-agarosa
(Sigma) en una columna de flujo por gravedad (10 x 80 mm) y se equilibré6 con un tampén que contenia de Tris-HCI
20 mM, pH 7,4, cloruro célcico 10 mM, 0,2% (P/V) de &cida sodica (TCB). El LBA se realiz6 con 20 mM con respecto
a Tris-HCI, y con 10 mM con respecto a EDTA, pH 7,4 y se agit6 durante una hora a temperatura ambiente. La
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solucidn turbia se centrifugé a 10.000 X g durante 40 minutos a 4 grados centigrados. El sobrenadante se prepar6
con 20 mM con respecto al cloruro célcico y se reajustdé a pH de 7,4 antes de cargarlo en la columna de matosil-
agarosa. La columna se lavd hasta la absorbancia basal con TCB seguido de un lavado con TCB que contenia
cloruro soédico 1,0 M de. La SP-D, que presenta un requerimiento especifico de calcio en la unién con la maltosa se
eliminé por solvente con cloruro de manganeso 50 mM, Tris-HCI 20 mM, 0,02% (P/V) de acida sédica, pH 7,4. Las
fracciones que contenian SP-D se determinaron mediante electroféresis en gel de poliacrilamida SDS o mediante
ELISA directa, agrupada, y dializada frente a tres cambios de Tris-HCI 20 mM, cloruro sédico 100 mM, EDTA 5 mM,
pH 7,4. Este protocolo se adapté de Strong, Meter; Kishore, Uday; Morgan, Cliff; Bernal, Andrés Lopez; Singh,
Mamta; y Reid, Kenneth. B.M; Journal of Inmunological Methods 220 (1998) 139-149.

Tratamiento de ratones con componentes tensioactivos. Se utilizé satisfactoriamente una técnica para la intubacion
oral ciega utilizando tubos de alimentacion de 26 g en ratones anestesiados con isoflurano para el tratamiento
repetido diariamente con SP-D en ratones hasta los 7 dias sin problemas. Este enfoque evita la cirugia y permite
realizar el tipo de experimentos propuestos para el reemplazo de la SP-D y el tratamiento con proteinas de SP-D
mutada.

Inicialmente, los ratones SP-D (-/-) se trataron con SP-D de ratén purificada mediante un dispositivo traqueal. Tres o
mas dosis de 2,9 g de SP-D administrada a intervalos de 24 horas hicieron disminuir las agrupaciones de PC tanto
alveolares como saturadas (véase la figura 14). Dicha dosis de SP-D administrada es aproximadamente la cantidad
presente en el agrupamiento enddgeno en ratones SP-D (-/-). Teniendo en cuenta la asociacion pulmonar y la
cinética de eliminacion, ésta es una dosis baja. Esta administracién exdgena de la SP-D influye directamente en el
metabolismo del lipido tensioactivo y proporciona un modelo experimental en el que podemos ensayar la funcién de
las moléculas de la SP-D modificada in vivo.

Protocolo de la semi-vida biolégica: Se midié la semi-vida biolégica de la SP-D en ratones para disefar los
experimentos para el tratamiento con la SP-D. Se yodé6 la SP-D de ratén purificada con '*°l utilizando el reactivo
Bolton-Hunter como se hizo anteriormente para la SP-A y las otras proteinas tensioactivas. La eliminacion de la SP-
D en lavados alveolares de ratones SP-D (+/+) y SP-D (-/-) presenté una semi-vida similar de 13 horas (véase la
figura 13). La t"2 de 17 horas para la SP-D en los pulmones de ratones SP-D (-/-) fue algo mas larga que la "2 de 13
horas para los ratones SP-D (+/+).

La deficiencia de GM-CSF provoca un incremento de 48 veces en la SP-D, y el cruce de GM-CSF (-/-) x SP-A (-/-)
presenta una SP-D similarmente elevada pero no de SP-A. Se aislé la SP-D de los lavados alveolares de ratones
GM-CSF (-/-) x SP-A (-/-) a una pureza elevada y en grandes cantidades mediante los métodos descritos por
Persson et al. utilizando una columna de afinidad a la manosa-sefarosa 6B en presencia de Ca2+.

Ejemplo 10

Tratamiento con SP-D expresada por un adenovirus

Se construy6 un adenovirus que expresa la SP-D de rata. El virus produce SP-D en células y en los pulmones de
ratones normales o con deficiencia de SP-D. Tenemos las transferencias Western de la SP-D de rata producidos en
293 células y en ratones.

Construccién de un adenovirus Ad-rSPD (véase la figura 14). Se liber6 el ADNc de la SPD de ratas de tipo salvaje
del plasmido WT-rSPD/pG3Z con digestién EcoR | y los extremos 3' se rellenaron con Klenow. El ADNc de rSPD de
1,3 kB se insert6 en el sitio del EcoR del plasmido pAvS6a para construir un plasmido pAvS6a-rSPD. El plasmido
pAvS6a-rSPD presenta un promotor RSV, un ADNc de rSPC, una sefial poli A SV40 y una secuencia Ad5 (9,24,
17,34 mu). El pAvS6a-rSPD no lineal se cotransfect6 en 296 células con un Cla | digirié6 un fragmento grande de
ADN adenoviral Ad dI327, que presenta una region E3 (78,5, 84,7 mu) suprimida. Después de la recombinacion de
homologos, se analizaron las placas individuales mediante andlisis mediante transferencia Western para determinar
la expresion de la proteina rSPD. Un clon positivo de rSPD se sometié a una serie de purificacién de la placa. El
adenovirus Ad-rSPD presenta supersiones en las regiones E1 y E3 y su replicacién es deficiente. Después de la
amplificacion de 293 células, el adenovirus Ad-rSPD purificado se produjo a través de dos series de
ultracentrifugacion de gradiente CsCl. El adenovirus que expresa la SP-D fue capaz de corregir algunas
anormalidades lipidicas por la administracién intratraqueal. Por consiguiente, esto sigue siendo una posibilidad muy
positiva para el tratamiento del enfisema y muchas otras enfermedades asociadas a la deficencia de la SP-D asi
como otras varias formas de lesién y deficiencia pulmonar.

Ejemplo 11

Tratamiento con SP-D expresada a partir de otros vectores, proteinas, o fdrmacos

Los requisitos temporales, espaciales y estequiométricos para el restablecimiento de la homeostasis de fosfolipidos
se determinaron en el ejemplo 9. Los estudios iniciales realizados para determinar la cinética de la eliminacion de la
SP-D se realizaron con SP-D marcada '®I administrada por via intratraqueal; se calculé la semi-vida y la informacion

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2488 692 T3

se utilizé en el disefio de los experimentos de sustitucién de la SP-D. Se clarificé la dosis de SP-D requerida para
conseguir concentraciones fisiol6gicas normales de SP-D después de la administracion.

La administracion de la proteina SP-D purificada se utilizé para el tratamiento de varias enfermedades pulmonares
en el ejemplo 9. Sin embargo, las anormalidades fisiolégicas de las enfermedades pulmonares requeririan una
correccion a largo plazo de la SP-D en los pulmones. Por consiguiente, se utiliza un adenovirus recombinante u
otros vectores genéticos que contienen el gen de la SP-D en mamiferos (véanse los ejemplo 10 y 11). Los vectores
de adenovirus recombinante utilizaron una proteina secretora de las células de Clara (CCSP) y promotores de la SP-
C para expresar selectivamente la SP-D en compartimentos (véase el ejemplo 10) bronquiolares (células de Clara) y
alveolares (célula tipo Il). Tres dias antes del tratamiento con el vector adenoviral los ratones son inmunodeprimidos
mediante una inyeccion intraperitoneal con 200 ug de anticuerpo monoclonal receptor de anti linfocito T, H57. El
adenovirus se administré mediante una inyeccion intratrageual de 5 X 108 PFU de virus. Los niveles de la SP-D se
midieron 1 semana después de la administraciéon para detectar la captacion y la expresién del vector. Se ensayaron
cuatro ratones y los ratones SP-D (-/-) que no recibian tratamiento se utilizaron como testigos. Para probar la
eficacia de la SP-D en la disminucién de los efectos del enfisema, se realizaron un nimero de pruebas de la
siguiente manera.

Para determinar los efectos de una proteina o un farmaco en la estructura pulmonar (ejemplo 11), los pulmones se
fijan por inflacién y las secciones se valoran mediante un microscopio electrénico. Los pulmones se inflan a través
de una canula traqueal de 20 cm de presién con un 4% de paraformaldehido y se extraen del térax en bloque. Los
pulmones se deshidratan y se embeben en parafina. Las secciones de tejido (5 m) se tifien con hematoxilina y
eosina.

Se analizan el numero y la morfologia de los macréfagos. La tincién con Rojo de Nilo detecta vesiculas y la tincion
con Azul de Nilo y la excitacion con luz verde de una longitud de onda de 520-550 mm es un método adicional para
la deteccion de lipidos o fosfolipidos.

El nimero de macréfagos se determina mediante la tincién con antisuero SP-B. El tamafio de los macrofagos se
determina a partir del diametro de los macréfagos fijados y tefiidos a partir de las preparaciones de citospina
sedimentadas sobre los portaobjetos de cristal a 1500 x g durante 2 minutos.

La composicion y la ultraestructura del tensioactivo se analizaron de la siguiente manera: la estructura del
tensioactivo se analiza mediante el aislamiento de agregados grandes a partir del lavado alveolar agrupado de los
ratones SP-D (-/-) tratados y no tratados y se examina por ME. Para el analisis de la composicion de fosfolipidos del
lavado alveolar, se valoraron de dos a cuatro muestras consistentes en el lavado agrupado de dos a tres ratones
para determinar la abundancia relativa de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol,
esfingomielina, y acido liso-bis-fosfatidico. Se valora la incorporacién de (*H) colina en la Sat-PC pulmonar total para
determinar la concentracion total de fosfolipidos.

Una vez que se ha determinado la eficacia del tratamiento, el tratamiento se puede probar en otros mamiferos
apropiados.

Implicacién de la SP-D en la infeccién pulmonar

La funcién que desemperian la SP-D y la SP-A en el sistema inmunoldgico del hospedante en los pulmones se ha
demostrado repetidamente. La SP-A y la SP-D presentan interacciones especificas con varios microorganismos in
vitro, modificando la inflamacién pulmonar in vitro mediante la alteracion de la produccion de citoquina y de los
radicales libres. La funcién de la SP-D en la eliminacion bacteriana y en la respuesta inflamatoria del pulmén se
valoré in vivo utilizando un modelo de ratdn deficiente en SP-D. Se sabe que los ratones deficientes en SP-A son
mas susceptibles a las infecciones. Una serie de estudios in vitro han mostrado una posible funcién para la SP-D en
el sistema inmunoldégico del hospedante ademas de su funcion en el aumento de la sobre-regulacion de la SP-A. Los
ejemplos 8-11 describen unos protocolos de muestra para probar la SP-D como terapia en los ratones SP-D (-/-)
infectados con bacterias u hongos asi como en ratones SP-A (-/-). Los ejemplos 12-14 son experimentos que
muestran la funcion de la SP-D en la respuesta a infecciones bacterianas, flngicas y virales. El ejemplo 13 es un
experimento que muestra el efecto de infectar a ratones SP-D (-/-) con virus sincitial respiratorio.

Ejemplo 12

La eliminacién de agentes bacterianos de los ratones SP-D (-/-)

Los ratones deficientes en SP-D (SP-D (-/-)) se infectaron por via intratraqueal con Estreptococos del Grupo B (GBS)
0 con Hemophilus influenzae (Hflu) para valorar la eliminacion en comparaciéon con ratones de tipo salvaje. El
Estreptococos del Grupo A se administré a 10* FCU. Se valoré la inflamacion pulmonar también mediante el andlisis
del fluido del LBA para el nimero total de células (figuras 5, 6 y 7), los niveles de citoquina en los homogeneizados
del pulmén (figura 8), la produccion del radical oxigeno por parte de los macréfagos alveolares (figura 11) y los
niveles de nitrito en LBA (figura 9).

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2488 692 T3

Los ratones SP-D (-/-) depuraron la bacteria de forma similar a los ratones de tipo salvaje (véanse las figuras 5y 6).
La infeccién con GBS y Hflu di6 como resultado unas células totales significativamente mayores en el fluido del LBA
de los ratones SP-D (-/-) en comparacién con los ratones de tipo salvaje (figura 7). Se detectaron alteraciones
selectivas de los niveles de citoquina en ratones SP-D (-/-). Los niveles de factor de necrosis tumoral (TNF) y de
interleuquina (IL)-6 fueron superiores en los homogeneizados del pulmén de ratones SP-D (-/-) poco tiempo después
de la infeccién con GBS o Hflu (figura 8). La proteina inflamatoria macréfaga 2(MIP-2), un quimio-atractor de
neutrdfilos, fue significativamente superior en los homogeneizados del pulmén de ratones SP-A (-/-) después de la
infeccion con Hflu pero no de la infeccion con GBS (figura 8). Los macréfagos de los ratones SP-D (-/-) generaron
una cantidad significativamente superior de superdxido y de perdxido de hidrégeno en comparacion con los ratones
de tipo salvaje (figura 11).

Los niveles de nitrito en el LBA aumentaron en los ratones SP-D (-/-) en comparacién con los ratones de tipo salvaje.
La produccién de 6xido nitrico se midié como nitrito en el FLBA. EI éxido nitrico desempefa una funcién en el
sistema inmunoldgico del hospedante por su contribucion en la eliminacion de bacterias. El 6xido nitrico reacciona
con el superoxido para formar peroxinitrito que es un potente agente bactericida.

En la figura 10 se valoré la fagocitosis usando un microscopio éptico y un citometro de flujo. Los ratones SP-D (-/-)
presentaban una fagocitosis de bacterias significativamente reducida en comparacion con los de tipo salvaje.

Por consiguiente, en ausencia de la SP-D, se observé un aumento de respuestas inflamatorias después de la
infeccion bacteriana del pulmén con GBS o Hflu. La produccién de especies reactivas del oxigeno por parte de los
macréfagos alveolares aumentd en ratones SP-D (-/-). Estos resultados apoyan una funcion crucial y diferente de la
SP-D en las respuestas inmunoldgicas e inflamatorias en los pulmones a las infecciones bacterianas, in vivo.

En el ejemplo 13, se infectaron los ratones SP-D (-/-) con el virus sincitial respiratorio.

Los mecanismos de los sistemas inmunoldgicos del hospedante han evolucionado para mantener el pulmén libre de
patégenos microbianos incluyendo los mediadores innatos de la eliminacién bacteriana y virica y adquirir respuestas
inmunoldgicas.

Ejemplo 13

Eliminacién del virus en ratones SP-D (-/-)

Los ratones SP-D (-/-) se infectaron por via intratraqueal con el virus sincitial respiratorio (VSR), un patégeno
respiratorio comun en nifos. Los titulos virales y la inflamacién pulmonar se valoraron en los ratones SP-D (-/-) y en
los ratones de tipo salvaje. Los titulos de RSV en los homogeneizados del pulmén fueron similares en los ratones
SP-D (-/-) y los de tipo salvaje a los 3 y 5 dias después de la administracion. Sin embargo, se encontr6 que el
nuamero de células inflamatorias en el fluido del LBA de ratones SP-D (-/-) habia aumentado significativamente con
un porcentaje mayor de PMNs en comparacion con los ratones de tipo salvaje, a los 3 y 5 dias después de la
infeccion con RSV. Ademas, la inflamacion pulmonar valorada mediante histologia, 5 dias después de la infeccion
con RSV, era superior en los ratones SP-D (-/-) en comparacién con los de tipo salvaje. Las citoquinas pro-
inflamatorias, incluyendo la TNF-a, la IL-6 y la MIP-2 eran superiores en los homogeneizados de pulmén de ratones
SP-D (-/-) alos 3 y 5 dias después de la infeccion con RSV. Los ratones SP-D (-/-) presentan una eliminacién virica
eficaz del pulmdn, sin embargo, mostraron unas respuestas inflamatorias superiores después de la infeccién con
RSV a la de los ratones de tipo salvaje. Estos hallazgos demuestran que la SP-D desempefia una funcién importante
en la defensa innata y en la regulacion de la inflamacién en los pulmones después de una infeccion in vivo con RSV.

Ejemplo 14

Eliminacién fungico en ratones SP-D (-/-)

El ratdn se infecta de la siguiente manera: se utiliza un prototipo adecuado de patdgeno flungico. El agente infeccioso
se purifica de forma adecuada y se pone en suspensién en un tampon apropiado y se administra por via
intratraqueal con o sin SP-D en el raton SP-D (-/-) (como en los ejemplo 12 y 13). El prototipo fingico se administra a
una dosis adecuada. Se utilizan los ratones SP-D (-/-) y SP-D (+/+)para probar el efecto de la SP-D en la
susceptibilidad a la infeccién de los ratones. Los ratones SP-D (-/-) con o sin la proteina SP-D se utilizaron para
probar la SP-D como un tratamiento contra la infeccion. Se valora la eliminacién de la infeccion en los ejemplos 12y
13 y de la siguiente manera:

La eliminacion fungica se determina mediante la purificacion de los homogeneizados del pulmén y del bazo a 6, 24,
y 48 horas después de la inoculacion de los animales con el agente infeccioso o agente infeccioso con SP-D. la
eliminacion bacteriana en los pulmones se determina después de variar apropiadamente las concentraciones de SP-
D. Los cultivos cuantitativos también se determinan en los ratones SP-D (+/+) para determinar si una reduccion del
50% de la SP-D proporciona suficiente SP-D enddgena para la eliminacion bacteriana o virica.
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Las concentraciones adecuadas de SP-D de mamifero se utilizan en otros mamiferos para el tratamiento de las
infecciones pulmonares.

Farmacos que regulan los niveles de SP-D

La importancia de la SP-D para el funcionamiento normal y el desarrollo del pulmén esta claramente demostrada
mediante el ratén con desactivacion génica para SP-D (-/-). Por consiguiente, los agentes que regulan la produccion,
la expresion, o la accion de la SP-D son futuros farmacos importantes y ayudas experimentales para la identificacion
de dichos farmacos. Muchas técnicas para la identificacion de dichos agentes se pondran de manifiesto para
cualquier experto ordinario en la materia. Los ejemplos 15 y 16 describen un protocolo de muestra para dos de éstas
técnicas. El ejemplo 17 muestra que la IL-4 aumenta notablemente los niveles de SP-D in vivo y se puede utilizar,
por consiguiente, para el tratamiento de varias enfermedades pulmonares con o sin la adicién de la SP-D.

Ejemplo 15

Proteinas que interactian con el promotor de la SP-D

Se prepara una técnica de un solo hibrido que utiliza el promotor de la SP-D para identificar las proteinas que
aumentan la regulacién de la expresién de la SP-D. Después, estas proteina se prueban con ratones SP-D (-/-) para
comprobar la eficacia en el tratamiento del enfisema y otras enfermedades e infecciones pulmonares como se
muestra en el ejemplo 8.

Ejemplo 16

Proteinas que interactian directamente con la proteina SP-D

Se prepara una técnica de dos hibridos para identificar las proteinas que interactian directamente con la proteina
SP-D. Después, estas proteinas se prueban en el ratén SP-D (-/-) para comprobar la eficacia en el tratamiento del
enfisema y otras enfermedades e infecciones pulmonares como se muestra en el ejemplo 8.

Ejemplo 17

La IL-4 aumenta los niveles de la SP-D in vivo

Los ratones que expresan la IL-4 en las células de Clara (CCSP-IL-4) desarrollan una inflamacién crénica de las vias
respiratorias y un sindrome de la proteinosis alveolar. Para identificar la funcién de la IL-4 en la homeostasis del
tensioactivo, se midié el metabolismo lipidico y proteico en los pulmones de ratones CCSP-IL-4 in vivo. Los
agrupamientos de fosfatidilcolina alveolar saturada (Sat PC) aumentaron 6,5 veces y los agrupamientos Sat PC de
tejido pulmonar aumentaron 4,8 veces en los ratones transgénicos IL-4 (véase la figura 15). La SP-D aumenté
aproximadamente 90 veces en los ratones IL-4 en comparacién con los ratones de tipo salvaje y se asoci6 con la
SP-D ARNm aumentado 2,8 veces (véase la figura 15). La incorporacion de palmitato y de colina en la Sat PC de los
pulmones de ratones CCSP-IL-4 fue 6 veces superior (60 mol/kg) en los ratones IL-4 que en los ratones de tipo
salvaje (10,3 mol/kg). La expresion de la IL-4 en las células de Clara aumentd la sintesis y la eliminacion de lipidos
tensioactivos, estableciendo un nuevo equilibrio con un aumento de agrupaciones de tensioactivo y de una
proteinosis alveolar asociada con un aumento selectivo de la proteina SP-D, que demostrd un efecto previamente
inesperado para la IL-4 en la homeostasis del tensioactivo pulmonar.

Diagndstico utilizando la proteina SP-D o la secuencia

La SP-D es importante en el funcionamiento y el desarrollo de pulmones normales. Los ratones SP-D (-/-) son un
modelo para el enfisema. Esto sugiere, pues, que las mutaciones en el gen o en los alelos del gen que expresan la
SP-D representan un profundo efecto en la susceptibilidad a enfermedades pulmonares. Por consiguiente, un
método que identifique mutaciones o alelos, y proteinas mutadas identifica los individuos con riesgo de padecer
enfisema, infecciones pulmonares, y varias enfermedades respiratorias. Los ejemplos 18 y 19 son un protocolo de
muestra para estas técnicas de diagnosticos.

Diagnéstico de pacientes con mutacién en el gen de la SP-D

Ejemplo 18

Las mutaciones en el gen de la SP-D estan implicadas probablemente en los sintomas y en la etiologia del
enfisema. Por consiguiente, las mutaciones se identifican mediante un analisis de la secuencia de un nimero
estadisticamente significativo de los pacientes. Estas mutaciones se utilizan para producir un test de diagnéstico.
Las mutaciones en el gen de la SP-D se detectan de las siguientes maneras: se realiza un analisis por PCR del gen
de la SP-D utilizando los cebadores adecuados. Los fragmentos de PCR resultantes se analizan mediante SSCP y
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se secuencian para determinar la mutacién o el alelo. Alternativamente, la hibridacion diferencial del ADN genémico
o del ADNc se utiliza para detectar mutaciones.

Diagnostico de pacientes con la proteina SP-D mutada

Ejemplo 19

Se producen unos anticuerpos monoclonales o policlonales que reconocen especificamente la proteina SP-D
mutada o un alelo de la SP-D asociado con el enfisema o con otra enfermedad pulmonar. Después, estos
anticuerpos se utilizan para preparar un inmunoensayo del enzima cruzado para comprobar la susceptibilidad a
estas enfermedades pulmonares. Los anticuerpos del ejemplo 20 se pueden utilizar para este ensayo.

El ejemplo 20 presenta un protocolo para la purificacion o purificacién posterior de anticuerpos monoclonales
utilizando la tecnologia transgénica.

Ejemplo 20

Purificacién de los anticuerpos monoclonales y policlonales especificos para la SP-D

La producciéon de anticuerpos policlonales especificos con una reactividad elevada requiere la purificacion
exhaustiva del antigeno de interés. Se desarrollaron varios anticuerpos monoclonales utilizando unos antigenos
parcialmente purificados para inyectarse que han dado como resultado anticuerpos que presentan un titulo elevado
con respecto al antigeno de interés y que también reaccionan ante las impurezas. Se han utilizado tejidos de fase
sélida de los ratones transgénicos para extraer los anticuerpos no especificos de este antisuero. La Proteina D
tensioactiva (SP-D) se purificé utilizando una columna de maltosa con una elucion de manganeso. La SP-D
purificada se inyecté en conejos de Nueva Zelanda en un adyuvante incompleto de Freund. El antisuero resultante
se prob6 con un lavado pulmonar total mediante transferencia Western que puso de manifiesto uniones a la SP-D y
a otras proteinas. El antisuero se dej6 reaccionar durante la noche con un homogeneizado de pulmén de fase sélida
de un ratébn mutante con desactivacion génica que no produce ninguna proteina SP-D. El antisuero se dejé
reaccionar con el lavado pulmonar total después de la absorcion mostrando reactividades solo ante la SP-D. Este
antisuero también se valord en experimentos inmunochistoquimicos que demostraron unas reactividades muy bajas
en las secciones pulmonares de ratones mutantes con desactivacién génica para SP-D y unas reactividades muy
especificas para las células de tipo Il en los ratones testigos normales. Esta técnica mejora enormemente la
capacidad para preparar unos anticuerpos altamente especificos con titulos grandes y elimina la necesidad de
utilizar unos agentes de bloqueo cuando se utilizan anticuerpos absorbidos.

Estos anticuerpos se podrian utilizar para el diagnostico, la purificacion, y en futuras investigaciones de la proteina
SP-D.
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon para uso en un método de tratamiento de inflamacion pulmonar asociada con infeccién
bacteriana, que comprende: proteina de proteina D tensioactiva (SP-D) de mamifero, o vectores que expresan la
proteina SP-D de mamifero.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicha composicion es adecuada para una administracion intra-
traqueal.

3. La composicién de la reivindicacién 1, en la que dicha composicidn es adecuada para una administracion
mediante tratamiento con aerosoles.

4. Una composicion para uso en un método de tratamiento de una lesién pulmonar inducida por oxidantes, que
comprende: proteina de proteina D tensioactiva (SP-D) de mamifero, o vectores que expresan la proteina SP-D de
mamifero.

5. La composicién de la reivindicacién 4, en la que dicha composicidon es adecuada para una administracion
intratraqueal.

6. La composicién de la reivindicacién 4, en la que dicha composicién es adecuada para una administracion
mediante tratamiento con aerosoles.

7. Uso de una composicion que comprende: proteina de proteina D tensioactiva (SP-D) de mamifero, o vectores que
expresan la proteina SP-D de mamifero, en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de inflamacién
pulmonar asociada con una infeccion bacteriana.

8. Uso segun la reivindicacion 7, en el que dicha composicion es adecuada para una administracion intratraqueal.

9. Uso segun la reivindicacion 7, en el que dicha composicion es adecuada para una administracion mediante
tratamiento con aerosoles.

10. Uso de una composicién que comprende: proteina de proteina D tensioactiva (SP-D) de mamifero, o vectores
que expresan la proteina SP-D de mamifero, en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una lesion
inducida por oxidantes en el pulmén.

11. Uso segun la reivindicacion 10, en el que dicha composicion es adecuada para una administracion intratraqueal.

12. Uso segun la reivindicacién 10, en el que dicha composicion es adecuada para una administracién mediante
tratamiento con aerosoles.
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