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DESCRIPCIÓN 
 
Tratamiento de estados patológicos pulmonares 
 
Campo 5 
 
La presente invención se refiere en general a agentes que inhiben la actividad del receptor de G-CSF, que interfieren 
con la señalización de G-CSF, para su uso en el tratamiento o la prevención o la mejora de otro modo de los efectos 
de enfermedades pulmonares caracterizadas por o asociadas con infiltración de neutrófilos y complicaciones que 
surgen de la misma. 10 
 
Antecedentes 
 
Al final de la memoria descriptiva se enumeran detalles bibliográficos de referencias facilitadas en la memoria 
descriptiva objeto. 15 
 
La referencia a cualquier técnica anterior no es, y no debe considerarse como, un reconocimiento o cualquier forma 
de sugerencia de que esta técnica anterior forma parte del conocimiento general común en ningún país. 
 
La enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) es una carga sanitaria global principal y se convertirá en la 20 
tercera mayor causa de muerte en el mundo hacia 2020 (Lopez y Murray, Nat Med 4 (11): 1241-1243, 1998). Una 
respuesta inflamatoria exagerada a agentes irritantes inhalados, en particular humo de cigarrillos, es la causa 
probable de una limitación del flujo de aire progresiva. Esta inflamación, donde los macrófagos y los neutrófilos son 
prominentes, conduce a estrés oxidativo, enfisema, fibrosis de vías respiratorias pequeñas e hipersecreción de 
moco. Sin embargo, la EPOC responde mal a los tratamientos antiinflamatorios actuales incluyendo 25 
glucocorticosteroides potentes que producen poco o ningún beneficio. Los pulmones con EPOC también pueden 
llegar a colonizarse con bacterias Gram negativas y Gram positivas que aceleran el deterioro de la función pulmonar 
y, junto con los virus y los contaminantes inhalados, son los agentes desencadenantes principales de 
exacerbaciones debilitantes recurrentes. Los pacientes con EPOC padecen exacerbaciones agudas recurrentes 
(EPOC-EA) producidas tanto por virus como por bacterias. 30 
 
Los estudios de biopsia histológica y bronquial muestran que los pacientes con EPOC tienen un número aumentado 
de neutrófilos (Di Stefano et al, Am J Respir Crit Care Med 158(4):1277-1285, 1998; Retamales et al, Am J Respir 
Crit Care Med 164:469-473, 2001). Además, el LLBA y el esputo de pacientes con EPOC tienen un marcado 
aumento de neutrófilos (Pesci et al, Eur Respir J. 12(2):380-386, 1998; Keatings et al, Am J Respir Crit Care Med 35 
153(2):530-534, 1996). El número de neutrófilos en biopsias bronquiales y esputo inducido están correlacionados 
con la gravedad de la enfermedad de EPOC (Di Stefano et al, 1998 citado anteriormente, Keatings et al, 1996 citado 
anteriormente) y con la tasa de deterioro en la función pulmonar (Stanescu et al, Thorax 51(3):267-271, 1996). Los 
neutrófilos secretan serina proteasas, incluyendo elastasa, catepsina G y proteasa-3 de neutrófilos, así como MMP-8 
y MMP-9, que contribuyen a la destrucción alveolar y producen enfisema en animales de laboratorio (Stockely, Am J 40 
Respir Crit Care Med 160(5 Pt 2):S49-52, 1999; Barnes et al, Eur Respir J 22:672-688, 2003). Los neutrófilos migran 
al tracto respiratorio bajo la dirección de factores quimiotácticos de neutrófilos, que incluyen IL-8 (Barnes et al, citado 
anteriormente 2003). Las serina proteasas son estimulantes potentes de la hipersecreción de moco y pueden 
desempeñar un papel importante en la hipersecreción de moco observada en la bronquitis crónica (Sommerhoff et 
al, J Clin Invest 85(3):682-289, 1990). 45 
 
Una citocina implicada en reacciones inflamatoria es el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) que 
se codifica por el gen CSF-3. G-CSF es un factor de crecimiento hematopoyético que regula la producción de 
granulocitos (Nicola et al, Nature 314:625, 1985; Metcalf, International Journal of Cancer 25:225, 1980; Nicola et al, 
Journal of Biological Chemistry 258:9017, 1983). G-CSF media sus efectos a través de la interacción con el receptor 50 
de G-CSF (G-CSFR, codificado por el gen CSFR-3), un miembro de la superfamilia de receptores de citocinas de 
tipo I (Demetri et al, Blood 78:2791-2808, 1991). Las principales acciones biológicas de G-CSF en seres humanos y 
ratones incluyen aumentar la producción y liberación de neutrófilos a partir de la médula ósea (Souza et al, Science 
232:61, 1986; Lord et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:9499-9503, 1989), movilizar células progenitoras 
hematopoyéticas desde la médula hacia la sangre periférica (Bungart et al, British Journal of Haematology 22:1156, 55 
1990; de Haan et al, Blood 86:2986-2992, 1995; Roberts et al, Blood 89:2736-2744, 1997) y modular las funciones 
de diferenciación y efectoras de neutrófilos maduros (Yong et al, European Journal of Haematology 49:251-259, 
1992; Colotta et al, Blood 80:2012-2020, 1992; Rex et al, Transfusion 35:605-611, 1995; Gericke et al, Journal of 
Leukocyte Biology 57:455-461, 1995; Xu et al, British Journal of Haematology 93:558-568, 1996; Yong, British 
Journal of Haematology 94:40-47, 1996; Jacob et al, Blood 92:353-361, 1998). Se usa G-CSF para tratar 60 
neutropenia, así como para la movilización de células madre hematopoyéticas (CMH) para trasplante autólogo y 
alogénico de células madre (Welte et al, Blood 88:1907-1929, 1996). 
 
Existe una necesidad urgente e inmediata de desarrollar nuevos tratamientos para estados inflamatorios tales como 
EPOC, sus formas exacerbadas tales como EPOC-EA y otras enfermedades pulmonares caracterizadas por o 65 
asociadas con infiltración de neutrófilos. 
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Sumario 
 
A lo largo de toda esta memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera otra cosa, se entenderá que la 
palabra “comprender” o variaciones tales como “comprende” o “que comprende”, implican la inclusión de un 5 
elemento o número entero establecido o grupo de elementos o números enteros pero no la exclusión de ningún otro 
elemento o número entero o grupo de elementos o números enteros. 
 
Se hace referencia a secuencias de nucleótidos y aminoácidos mediante un número identificador de secuencia (SEQ 
ID NO:). Los SEQ ID NO: corresponden numéricamente a identificadores de secuencia <400>1 (SEQ ID NO: 1), 10 
<400>2 (SEQ ID NO: 2), etc. En la tabla 1 se proporciona un resumen de los identificadores de secuencia. Tras las 
reivindicaciones se proporciona una lista de secuencias. 
 
En el presente documento se da a conocer el uso de antagonistas de la actividad de G-CSF, su receptor y/o que 
inhiben la expresión de genes que codifican para G-CSF o su receptor en el tratamiento de enfermedades o estados 15 
pulmonares caracterizados por o asociados con infiltración de neutrófilos. En particular, la presente invención 
contempla el uso de agentes que inhiben G-CSFR en el tratamiento de enfermedad pulmonar inflamatoria crónica 
(EPOC) mediada por el sistema inmunitario, formas exacerbadas de la misma tales como EPOC exacerbada aguda 
(EPOC-EA). Las complicaciones que surgen de las mismas o las manifestaciones de las mismas incluyen bronquitis 
crónica, estrés oxidativo, enfisema, hipersecreción de moco, arritmias, cor pulmonale, neumonía y cáncer de 20 
pulmón. 
 
La presente invención se basa en parte en la aclaración del papel de G-CSF en relación con EPOC o sus formas 
exacerbadas (por ejemplo EPOC-EA) o complicaciones de las mismas o manifestaciones de las mismas. Se 
propone que la inhibición de la actividad de G-CSF o G-CSFR de manera sistémica o local y/o la regulación por 25 
disminución de la expresión de un gen que codifica para un G-CSF o G-CSFR es útil en el tratamiento de estados 
pulmonares caracterizados por o asociados con infiltración de neutrófilos. 
 
La referencia a “G-CSF” o su nombre completo “factor estimulante de colonias de granulocitos” incluye homólogos y 
derivados de G-CSF. Un “homólogo” o “derivado” incluye variantes polimórficas de G-CSF. 30 
 
La referencia a “G-CSFR” o su nombre completo “receptor del factor estimulante de colonias de granulocitos” incluye 
homólogos y derivados de G-CSFR. Un “homólogo” o “derivado” incluye variantes polimórficas de G-CSFR. 
 
Por consiguiente, se da a conocer un método para el tratamiento de un estado pulmonar caracterizado por o 35 
asociado con infiltración de neutrófilos en un sujeto, comprendiendo dicho método administrar a dicho sujeto una 
cantidad de un agente eficaz para inhibir la actividad de G-CSF o G-CSFR o inhibir la expresión del gen que codifica 
para G-CSF o G-CSFR. 
 
En una realización particular, la invención proporciona un agente que inhibe G-CSFR, en el que dicho agente es un 40 
anticuerpo específico para G-CSFR para su uso en el tratamiento de enfermedad pulmonar obstructiva crónica 
(EPOC) o una forma exacerbada de la misma en un sujeto. 
 
Generalmente, el agente es para su administración durante un tiempo y en condiciones suficientes para mejorar los 
síntomas del estado pulmonar. 45 
 
La administración puede ser sistémica o local. La administración sistémica es particularmente útil. La referencia a 
“administración sistémica” incluye inyección intraarticular, intravenosa, intraperitoneal y subcutánea, infusión, así 
como administración a través de las vías oral, rectal y nasal, o a través de inhalación. Se prefiere particularmente la 
administración mediante inyección subcutánea o a través de inhalación. 50 
 
En el presente documento se describen agentes de moléculas proteínicas, no proteínicas (por ejemplo, entidades 
químicas) y de ácido nucleico, que también pueden usarse en los tratamientos. 
 
Las moléculas proteínicas y no proteínicas incluyen péptidos, polipéptidos y proteínas, moléculas químicas 55 
pequeñas, intermedias o grandes, así como moléculas identificadas a partir del examen de productos naturales o del 
examen de bibliotecas químicas. El examen de productos naturales incluye el examen de extractos o muestras de 
plantas, microorganismos, suelo, lechos de ríos, coral, entornos acuáticos y entornos extraterrestres para detectar 
moléculas o grupos de moléculas que tienen un efecto sobre la actividad de G-CSF o el nivel de la expresión génica 
de G-CSF. Estas moléculas también pueden afectar a la interacción G-CSF/G-CSFR. 60 
 
La presente invención contempla además la terapia de combinación tal como la selección como diana de G-CSFR y 
una o más de otras dianas inflamatorias. 
 
Por consiguiente, otro aspecto de la presente invención se refiere a un agente que inhibe G-CSFR, en el que dicho 65 
agente es un anticuerpo específico para G-CSFR y al menos otro agente terapéutico seleccionado de un 
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antiinflamatorio, un broncodilatador o un antibiótico para su uso en el tratamiento de EPOC o una forma exacerbada 
de la misma tal como EPOC-EA, en un sujeto. 
 
El agente de la invención es un anticuerpo que inhibe la actividad de G-CSFR. Otros agentes dados a conocer en el 
presente documento incluyen anticuerpos que inhiben la actividad de un G-CSF, inhibidores de molécula pequeña, 5 
receptores de G-CSF solubles y moléculas de ácido nucleico que inhiben la expresión génica de G-CSF o G-CSFR. 
El anticuerpo puede ser monoespecífico o multiespecífico, incluyendo biespecífico. 
 
Por tanto, en una realización particularmente preferida, la presente invención contempla la administración a un 
sujeto de una cantidad de un anticuerpo eficaz para inhibir la actividad de G-CSFR. 10 
 
En el presente documento se dan a conocer tratamientos alternativos, pero se encuentran fuera del alcance de las 
reivindicaciones. Por ejemplo, en el presente documento se dan a conocer moléculas sentido o antisentido dirigidas 
al gen o ARNm de G-CSF o al gen o ARNm de G-CSFR para este fin, así como moléculas sentido o antisentido 
contra cualquier parte de las regiones codificantes o no codificantes incluyendo la secuencia líder e intrones o 15 
exones seleccionados del gen o ARNm de G-CSF o G-CSFR. Por tanto, podrían usarse moléculas sentido y 
antisentido de 20 a 30 bases de nucleótidos de longitud dirigidas a una o más de SEQ ID NO: 2, 3, 6 ó 7. 
 
Los sujetos preferidos son mamíferos y en particular seres humanos. 
 20 
También se describe en el presente documento el uso de composiciones farmacéuticas que comprenden 
antagonistas de la expresión génica o la actividad de G-CSF o G-CSFR. Una composición puede comprender un 
anticuerpo anti-G-CSF o un anticuerpo anti-G-CSFR. 
 
La presente invención contempla además el uso de un anticuerpo específico para G-CSFR en la fabricación de un 25 
medicamento para el tratamiento de EPOC o una forma exacerbada de la misma en un sujeto. 
 
Expresado de manera alternativa, la invención proporciona el uso de un agente que inhibe la actividad de G-CSFR 
en la fabricación de un medicamento para tratar EPOC en un sujeto, en el que dicho agente es un anticuerpo 
específico para G-CSFR. 30 
 
En la tabla 1 se proporciona un resumen de identificadores de secuencia usados a lo largo de toda la memoria 
descriptiva objeto.  
 
Tabla 1 35 

Resumen de identificadores de secuencia 

SECUENCIA ID NO: DESCRIPCIÓN 

1 Secuencia de aminoácidos de G-CSF humano incluyendo la secuencia líder 

2 Secuencia de nucleótidos codificante y no codificante de G-CSF humano  

3 Secuencia de nucleótidos de G-CSF humano que codifica para la proteína madura 

4 Secuencia de aminoácidos de la proteína madura de G-CSF humano  

5 Secuencia de aminoácidos de G-CSFR3 humano incluyendo la secuencia líder 

6 Secuencia de nucleótidos codificante y no codificante de G-CSF3R humano 

7 Secuencia de nucleótidos de G-CSF3R humano que codifica para la proteína madura 

8 Secuencia de aminoácidos de la proteína madura de G-CSF3R  

 
Breve descripción de las figuras 
 
La figura 1 es una representación gráfica que muestra ratones tratados con o bien control de isotipo o bien 
250 µg/dosis i.p. de anticuerpo anti-G-CSF (también denominado anticuerpo αG-CSF o anti-GCSF) a t = -3 horas, 40 
expuestos a una dosis de LPS a t = 0, y luego diseccionados 24 horas más tarde. 
 
Las figuras 2a a d son representaciones gráficas de células viables totales, macrófagos, neutrófilos y linfocitos en el 
LLBA de ratones tratados con LPS tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo αG-CSF. Se determinó el número de 
células inflamatorias en el LLBA de animales control, animales tratados con LPS y animales tratados con LPS + 45 
anticuerpo αG-CSF mediante análisis leucocitario convencional. Los datos se expresan como el número medio de 
células/ml de LLBA de ocho animales por grupo ± EEM. P<0,05 (anotado mediante *) son estadísticamente 
significativos, ns = no significativo. 
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La figura 3 es una representación gráfica de los niveles proteicos de TNFα en el LLBA de ratones tratados con LPS 
tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo αG-CSF. Se determinaron los niveles proteicos de TNFα en el LLBA de 
animales control, animales tratados con LPS y animales tratados con LPS + anticuerpo αG-CSF mediante ELISA. 
Los datos se expresan como la media de ocho animales por grupo ± EEM. P<0,05 (anotado mediante *) son 
estadísticamente significativos. 5 
 
Las figuras 4a a c son representaciones gráficas de los niveles de MMP9 y la actividad proteasa en el LLBA de 
ratones tratados con LPS tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo αG-CSF. Se determinaron los niveles de MMP9 
en el LLBA de animales control, animales tratados con LPS y animales tratados con LPS + anticuerpo αG-CSF 
mediante zimografía. Se determinó la actividad proteasa en el LLBA de ratones tratados mediante ensayo de 10 
gelatinasa y serina proteasa. Los datos se expresan como la muestra combinada de 8 ratones por grupo (figura 
3.3a) y la media de ocho animales por grupo ± EEM (figura 3.3b y c). P<0,05 (anotado mediante *) son 
estadísticamente significativos, ns = no significativo. 
 
Las figuras 5a a c son representaciones gráficas de células viables totales, macrófagos y neutrófilos en sangre 15 
completa de ratones tratados con LPS tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo αG-CSF. Se determinó el número 
de células inflamatorias en la sangre completa de animales control, animales tratados con LPS y animales tratados 
con LPS + anticuerpo αG-CSF mediante análisis leucocitario convencional. Los datos se expresan como el número 
medio de células/ml de LLBA de ocho animales por grupo ± EEM. P<0,05 (anotado mediante *) son 
estadísticamente significativos. 20 
 
La figura 6 es una representación gráfica que muestra el humo generado en volúmenes tidales de 50 ml a lo largo de 
10 s usando una velocidad de quemado de cigarrillos y un volumen de inhalación de humo normales que imitan la 
aspiración programada. 
 25 
Las figuras 7a a d son representaciones gráficas de células viables totales, macrófagos, neutrófilos y linfocitos en el 
LLBA de ratones expuestos a humo o expuestos de manera simulada tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo 
αG-CSF. Se determinó el número de células inflamatorias en el LLBA de animales control, animales expuestos a 
humo y animales expuestos a humo + tratados con anticuerpo αG-CSF mediante análisis leucocitario convencional. 
Los datos se expresan como el número medio de células/ml de LLBA de 8 animales por grupo ± EEM. P<0,05 30 
(anotado mediante *) son estadísticamente significativos, ns = no significativo. 
 
La figura 8 es una representación gráfica de los niveles proteicos de TNFα en el LLBA de ratones expuestos a humo 
o expuestos de manera simulada tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo αG-CSF. Se determinaron los niveles 
proteicos de TNFα en el LLBA de animales control, animales expuestos a humo y animales expuestos a humo + 35 
tratados con anticuerpo αG-CSF mediante ELISA. Los datos se expresan como la media de 8 animales por grupo ± 
EEM. P<0,05 (anotado mediante *) son estadísticamente significativos. 
 
Las figuras 9a a c son representaciones gráficas de los niveles de MMP9 y la actividad proteasa en el LLBA de 
ratones expuestos a humo o expuestos de manera simulada tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo αG-CSF. Se 40 
determinaron los niveles de MMP9 en el LLBA de animales control, animales tratados con LPS y animales tratados 
con LPS + anticuerpo αG-CSF mediante zimografía. Se determinó la actividad proteasa en el LLBA de ratones 
tratados mediante ensayo de gelatinasa y serina proteasa. Los datos se expresan como la muestra combinada de 8 
ratones por grupo y la media de ocho animales por grupo ± EEM. 
 45 
Las figuras 10a a c son representaciones gráficas de células viables totales, macrófagos y neutrófilos en sangre 
completa de ratones expuestos a humo o expuestos de manera simulada tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo 
αG-CSF. Se determinó el número de células inflamatorias en el LLBA de animales control, animales expuestos a 
humo y animales expuestos a humo + tratados con anticuerpo αG-CSF mediante análisis leucocitario convencional. 
Los datos se expresan como el número medio de células/ml de LLBA de ocho animales por grupo ± EEM. P<0,05 50 
(anotado mediante *) son estadísticamente significativos, ns = no significativo. 
 
La figura 11 es una representación gráfica que muestra ratones tratados con o bien control de isotipo o bien 
250 µg/dosis i.p. de αG-CSF a t=d-1 y d2, y luego diseccionados en el día 3 o el día 10. 
 55 
Las figuras 12a a d son representaciones gráficas de células viables totales, macrófagos, neutrófilos y linfocitos en el 
LLBA de ratones expuestos a humo, tratados con virus influenza tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo αG-CSF 
(día 3 tras la infección). Se determinó el número de células inflamatorias en el LLBA de animales control, animales 
tratados con virus influenza + expuestos a humo y animales tratados con virus influenza + humo + anticuerpo αG-
CSF mediante análisis leucocitario convencional. Los datos se expresan como el número medio de células/ml de 60 
LLBA de ocho animales por grupo ± EEM. P<0,05 (anotado mediante *) son estadísticamente significativos, ns = no 
significativo. 
 
Las figuras 13a a d son representaciones gráficas de células viables totales, macrófagos, neutrófilos y linfocitos en el 
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LLBA de ratones expuestos a humo, tratados con virus influenza tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo αG-CSF 
(día 10 tras la infección). Se determinó el número de células inflamatorias en el LLBA de animales control, animales 
tratados con virus influenza + expuestos a humo y animales tratados con virus influenza + humo + anticuerpo αG-
CSF mediante análisis leucocitario convencional. Los datos se expresan como el número medio de células/ml de 
LLBA de ocho animales por grupo ± EEM. P<0,05 (anotado mediante *) son estadísticamente significativos, ns = no 5 
significativo. 
 
Las figuras 14 y b son representaciones gráficas de los niveles proteicos de TNFα en el LLBA de ratones expuestos 
a humo, tratados con virus influenza tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo αG-CSF (días 3 y 10 tras la 
infección). Se determinaron los niveles proteicos de TNFα en el LLBA de animales control, animales tratados con 10 
virus influenza + expuestos a humo y animales tratados con virus influenza + humo + anticuerpo αG-CSF mediante 
ELISA. Los datos se expresan como la media de ocho animales por grupo ± EEM. P<0,05 (anotado mediante *) son 
estadísticamente significativos, ns = no significativo. 
 
Las figuras 15a a f son representaciones gráficas de los niveles de MMP9 y la actividad proteasa en el LLBA de 15 
ratones expuestos a humo, tratados con virus influenza tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo αG-CSF (días 3 y 
10 tras la infección). Se determinaron los niveles de MMP9 en el LLBA de animales control, animales tratados con 
virus influenza + expuestos a humo y animales tratados con virus influenza + humo + anticuerpo αG-CSF mediante 
zimografía. Se determinó la actividad proteasa en el LLBA de ratones tratados mediante ensayo de gelatinasa y 
serina proteasa. Los datos se expresan como la muestra combinada de ocho ratones por grupo y la media de ocho 20 
animales por grupo ± EEM. P<0,05 (anotado mediante *) son estadísticamente significativos, ns = no significativo. 
 
Las figuras 16a a c son representaciones gráficas de células viables totales, macrófagos y neutrófilos en sangre 
completa de ratones expuestos a humo, tratados con virus influenza tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo αG-
CSF (día 3 tras la infección). Se determinó el número de células inflamatorias en el LLBA de animales control, 25 
animales tratados con virus influenza + expuestos a humo y animales tratados con virus influenza + humo + 
anticuerpo αG-CSF mediante análisis leucocitario convencional. Los datos se expresan como el número medio de 
células/ml de LLBA de ocho animales por grupo ± EEM. P<0,05 (anotado mediante *) son estadísticamente 
significativos, ns = no significativo. 
 30 
Las figuras 17a a c son representaciones gráficas de células viables totales, macrófagos y neutrófilos en sangre 
completa de ratones expuestos a humo, tratados con virus influenza tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo αG-
CSF (día 10 tras la infección). Se determinó el número de células inflamatorias en el LLBA de animales control, 
animales tratados con virus influenza + expuestos a humo y animales tratados con virus influenza + humo + 
anticuerpo αG-CSF mediante análisis leucocitario convencional. Los datos se expresan como el número medio de 35 
células/ml de LLBA de ocho animales por grupo ± EEM. P<0,05 (anotado mediante *) son estadísticamente 
significativos, ns = no significativo. 
 
La figura 18 es una representación gráfica de títulos virales en los pulmones de animales control, animales tratados 
con virus influenza + expuestos a humo y animales tratados con virus influenza + humo + anticuerpo αG-CSF 40 
determinados mediante titulación de ensayo en placa convencional. Los datos se expresan como la media de 8 
animales por grupo ± EEM. ns = no significativo. 
 
La figura 19a a d son representaciones gráficas de células viables totales, macrófagos, neutrófilos y linfocitos en el 
LLBA de ratones expuestos a humo o expuestos de manera simulada tras el tratamiento con isotipo o anticuerpo 45 
αG-CSF. Se determinó el número de células inflamatorias en el LLBA de animales control, animales expuestos a 
humo y animales expuestos a humo + tratados con anticuerpo αG-CSF mediante análisis leucocitario convencional. 
Los datos se expresan como el número medio de células/ml de LLBA de ocho animales por grupo ± EEM. P<0,05 
(anotado mediante *) son estadísticamente significativos, ns = no significativo. 
 50 
Descripción detallada 
 
Antes de describir la presente invención en detalle, ha de entenderse que a menos que se indique otra cosa, la 
invención objeto no se limita a formulaciones específicas de componentes, métodos de fabricación, regímenes de 
diagnóstico o dosificación, o similares. También ha de entenderse que la terminología usada en el presente 55 
documento es para el fin de describir realizaciones particulares únicamente y no pretende ser limitativa. 
 
Las formas singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen los aspectos plurales a menos que el contexto dicte claramente 
otra cosa. Por tanto, por ejemplo, la referencia a “una citocina” incluye una única citocina así como dos o más 
citocinas; la referencia a “un anticuerpo” incluye un único anticuerpo, así como dos o más anticuerpos; la referencia 60 
a “la invención” incluye una única invención o múltiples invenciones; etc. 
 
La presente invención se refiere a un agente que inhibe G-CSFR, en el que dicho agente es un anticuerpo específico 
para G-CSFR para su uso en el tratamiento de enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) o una forma 
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exacerbada de la misma en un sujeto. Expresado de manera alternativa, la invención proporciona el uso de un 
agente, en el que dicho agente es un anticuerpo específico para G-CSFR en la fabricación de un medicamento para 
tratar enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) o una forma exacerbada de la misma en un sujeto. 
 
En la descripción y las reivindicaciones la presente invención, se usa la siguiente terminología según las definiciones 5 
expuestas a continuación. 
 
Los términos “agente”, “compuesto” y “principio activo” pueden usarse de manera intercambiable en el presente 
documento para referirse a una sustancia que induce un efecto farmacológico y/o fisiológico deseado. Los términos 
también engloban formas farmacéuticamente aceptables y farmacológicamente activas de los mismos, incluyendo 10 
sales. El efecto deseado es la inhibición de la señalización de G-CSF. 
 
La presente invención también contempla terapia de combinación que implica el uso de un antagonista de G-CSFR, 
que es un anticuerpo específico para G-CSFR, junto con otro agente terapéutico seleccionado de un antiinflamatorio, 
un broncodilatador y/o un antibiótico. 15 
 
Los términos “anticuerpo” y “anticuerpos” incluyen anticuerpos policlonales y monoclonales y todas las diversas 
formas derivadas de anticuerpos monoclonales, incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos de longitud completa 
(por ejemplo que tienen una región Fc intacta), fragmentos de unión a antígenos, incluyendo por ejemplo, los 
fragmentos Fv, Fab, Fab’ y F(ab’)2; y polipéptidos derivados de anticuerpos producidos usando métodos 20 
recombinantes tales como anticuerpos de cadena sencilla. Los términos “anticuerpo” y “anticuerpos” tal como se 
usan en el presente documento también se refieren a anticuerpos humanos producidos por ejemplo en animales 
transgénicos o a través de presentación en fago, así como a anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados o 
anticuerpos primatizados. La selección del fragmento o las formas modificadas de los anticuerpos también puede 
implicar cualquier efecto que los fragmentos o las formas modificadas tienen sobre sus semividas. Por ejemplo, en 25 
determinadas circunstancias puede ser ventajoso que un anticuerpo tenga una semivida corta para evitar los efectos 
globales del tratamiento con anticuerpos anti-G-CSF, tales como la neutropenia. Alternativamente, cuando las 
exacerbaciones son comunes o probables, puede ser ventajoso un anticuerpo con una semivida más larga. En el 
presente documento se considera que una “semivida” para un anticuerpo es corta si está dentro de 2 días o menos. 
Una semivida más larga para un anticuerpo sería cualquier semivida por encima de 2 días y más preferiblemente 30 
puede ser mayor de 7 días. 
 
El término “anticuerpo monoclonal” se usa en el presente documento para referirse a un anticuerpo obtenido de una 
población de anticuerpos sustancialmente homogéneos. Es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la 
población son idénticos excepto por mutaciones que se producen de manera natural que pueden estar presentes en 35 
cantidades minoritarias. El modificador “monoclonal” tal como se usa en el presente documento indica por tanto el 
carácter del anticuerpo al obtenerse de una población sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se usa para 
indicar que el anticuerpo se produjo mediante un método particular. Por ejemplo, pueden obtenerse anticuerpos 
monoclonales según la presente invención mediante el método del hibridoma descrito por Kohler y Milstein, Nature 
256:495-499, 1975, o pueden prepararse mediante métodos de ADN recombinante (tal como se describe en la 40 
patente estadounidense n.º 4.816.567). También pueden aislarse anticuerpos monoclonales de bibliotecas de 
anticuerpos en fagos usando las técnicas descritas en Clackson et al, Nature 352:624-628, 1991 o Marks et al, J. 
Mol. Biol. 222:581-597, 1991. 
 
Los términos “cantidad eficaz” y “cantidad terapéuticamente eficaz” tal como se usan en el presente documento 45 
significan una cantidad suficiente de un agente que proporciona el efecto o desenlace terapéutico o fisiológico 
deseado, inhibiendo la actividad de G-CSFR. Además, el efecto puede ser una mejora de EPOC o de una forma 
exacerbada de la misma (por ejemplo EPOC-EA). A veces pueden manifestarse efectos no deseados, por ejemplo 
efectos secundarios, junto con el efecto terapéutico deseado; por tanto, un médico sopesa los posibles beneficios 
frente a los posibles riesgos en la determinación de cuál es una “cantidad eficaz” apropiada. La cantidad exacta de 50 
agente requerido variará de un sujeto a otro, dependiendo de la especie, la edad y el estado general del sujeto, el 
modo de administración y similares. Por tanto, puede no ser posible especificar una “cantidad eficaz” exacta. Sin 
embargo, puede determinarse una “cantidad eficaz” apropiada en cualquier caso individual por un experto habitual 
en la técnica usando experimentación de rutina. Por ejemplo, puede evaluarse la capacidad de un anticuerpo 
αG-SFR para mejorar los efectos de EPOC o una forma exacerbada de la misma en un sistema de modelo animal. 55 
Un experto habitual en la técnica podría determinar las cantidades requeridas basándose en factores tales como el 
tamaño del sujeto, la gravedad de los síntomas del sujeto y la composición particular o vía de administración 
seleccionada. 
 
En la medida en que la presente invención se refiere al uso de anticuerpos frente al receptor de G-CSF, la cantidad 60 
eficaz incluye desde aproximadamente 10 µg/kg de peso corporal hasta 20 mg/kg de peso corporal de anticuerpo tal 
como 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 µg/kg de peso corporal, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 
1000 µg/kg de peso corporal o 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ó 20 mg/kg de peso 
corporal. Se proporcionan cantidades similares para terapia individual o de combinación. 
 65 
La referencia a “un estado o enfermedad pulmonar” incluye cualquier respuesta inflamatoria exagerada o excesiva o 
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prolongada en los pulmones o el sistema pulmonar, que puede estar estimulada por un objeto extraño o irritante tal 
como pero sin limitarse a humo, polvo, gases, partículas, bacterias, hongos, levaduras o virus. Una variedad de 
complicaciones y manifestaciones de estados pulmonares incluyen formas exacerbadas (por ejemplo EPOC-EA), 
estrés oxidativo, enfisema, bronquitis, hipersecreción de moco, cor pulmonale (insuficiencia cardiaca del lado 
derecho o aumento del tamaño del corazón e insuficiencia cardiaca asociada con enfermedad pulmonar crónica), 5 
arritmias, neumonía y cáncer de pulmón. Las complicaciones y manifestaciones incluyen síndrome de dificultad 
respiratoria aguda y lesión pulmonar aguda. El estado pulmonar puede ser crónico o agudo o un estadio 
entremedias. Las formas agudas recurrentes incluyen exacerbaciones de un estado crónico. 
 
La presente invención se refiere a EPOC y sus formas exacerbadas (por ejemplo EPOC-EA). Los estados y 10 
complicaciones y manifestaciones relacionados de las mismas se explicaron de manera resumida anteriormente. 
 
Un portador y/o diluyente “farmacéuticamente aceptable” es un vehículo farmacéutico compuesto por un material 
que no es indeseable biológicamente o de otro modo, es decir, el material puede administrarse a un sujeto junto con 
el agente activo seleccionado sin provocar ninguna o una reacción adversa sustancial. Los portadores pueden incluir 15 
todos y cada uno de disolventes, medios de dispersión, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, 
agentes usados para ajustar la tonicidad, tampones, agentes quelantes y agentes retardadores de la absorción y 
similares. 
 
De manera similar, una sal “farmacológicamente aceptable” de un compuesto tal como se proporciona en el 20 
presente documento es una sal que no es indeseable biológicamente o de otro modo. 
 
Los términos “tratar” y “tratamiento” tal como se usan en el presente documento se refieren a un tratamiento 
terapéutico y pueden incluir medidas profilácticas o preventivas. Por ejemplo, el tratamiento puede dar como 
resultado una reducción en la gravedad y/o la frecuencia de los síntomas de la enfermedad pulmonar (EPOC según 25 
la invención), la eliminación de los síntomas y/o la causa subyacente de la inflamación, la prevención de la aparición 
de los síntomas de la inflamación y/o su causa subyacente y la mejora o remedio o alivio del daño tras la 
inflamación. Por tanto, el tratamiento puede no dar como resultado una “cura” sino más bien una mejora de los 
síntomas. Además, el tratamiento puede no comenzar hasta que se produce un acontecimiento exacerbado. En este 
contexto, el término “profiláctico” también se aplica a la prevención o el tratamiento de una probabilidad de que se 30 
produzca un acontecimiento exacerbado. 
 
Los términos “tratar” y “tratamiento” tal como se usan en el presente documento también se refieren a la reducción 
de uno o más síntomas o características asociadas con enfermedades pulmonares caracterizadas por o asociadas 
con infiltración de neutrófilos. Tales síntomas o características incluyen infiltración de neutrófilos aumentada, 35 
neutrófilos aumentados en el LLBA y el esputo, función pulmonar deteriorada, niveles aumentados de serina 
proteasas, tales como, pero sin limitarse a, elastasa, catepsina G y proteasa-3 de neutrófilos, así como MMD-8 y 
MMP-9. 
 
De manera similar, los anticuerpos quiméricos pueden incluir anticuerpos frente a G-CSFR que comprenden las 40 
regiones variables de cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos de rata o conejo frente a G-CSFR y dominios 
constantes de cadenas pesadas y ligeras humanas. 
 
Los términos “estado” y “enfermedad” se usan de manera intercambiable a lo largo de toda la memoria descriptiva 
objeto. 45 
 
Un “sujeto” tal como se usa en el presente documento se refiere a un animal, preferiblemente un mamífero y más 
preferiblemente un ser humano que puede beneficiarse del agente y el uso de la presente invención. No hay 
limitación sobre el tipo de animal que podría beneficiarse del agente y el uso descrito en el presente documento. Un 
sujeto, independientemente de si es un ser humano o un animal no humano, puede denominarse individuo, paciente, 50 
animal, huésped o receptor así como sujeto. El agente y el uso de la presente invención tienen aplicaciones en 
medicina humana y medicina veterinaria. 
 
Los mamíferos preferidos son seres humanos y animales de prueba de laboratorio. Los ejemplos de animales de 
prueba de laboratorio incluyen ratones, ratas, conejos, cobayas, hámsteres, gatos y perros. 55 
 
El agente de la presente invención es un anticuerpo frente a G-CSFR que inhibe la señalización de G-CSF a través 
del receptor de G-CSF. Los anticuerpos frente a G-CSF pueden denominarse anticuerpos anti-G-CSF o αG-CSF, y 
los anticuerpos frente a G-CSFR pueden denominarse anticuerpos anti-G-CSFR o αG-CSFR. 
 60 
Aunque tanto los anticuerpos policlonales como los monoclonales pueden producirse fácilmente, los anticuerpos 
monoclonales se prefieren particularmente ya que puede generarse en grandes cantidades, son altamente 
específicos y se dirigen contra un único sitio antigénico. Además, las preparaciones de anticuerpos monoclonales 
son homogéneas, haciéndolas ideales para generar fragmentos de unión a antígeno y otros derivados de 
anticuerpos obtenidos mediante ingeniería genética para aplicaciones terapéuticas. 65 
 

E07784767
24-09-2014ES 2 506 065 T3

 



9 

Aunque los anticuerpos policlonales también se preparan de manera relativamente fácil, no son tan útiles como los 
anticuerpos monoclonales ya que las preparaciones de anticuerpos policlonales normalmente incluyen diferentes 
anticuerpos dirigidos contra sitios antigénicos diferentes y por tanto no son adecuados para generar fragmentos de 
unión a antígeno y otros derivados de anticuerpos obtenidos mediante ingeniería genética para aplicaciones 
terapéuticas. 5 
 
El método del hibridoma descrito anteriormente se usa en animales, tales como ratones, para producir anticuerpos 
monoclonales. Sin embargo, los anticuerpos derivados de animales generalmente no son adecuados para su 
administración a seres humanos ya que pueden producir una respuesta inmunitaria. Tal como se describe a 
continuación, tales anticuerpos pueden modificarse para convertirlos en adecuados para su administración a seres 10 
humanos o al sujeto no humano deseado. 
 
Los anticuerpos αG-CSFR, por ejemplo, también pueden producirse usando métodos recombinantes (por ejemplo, 
en un sistema de expresión de E. coli) bien conocidos en la técnica. En este enfoque, puede aislarse ADN que 
codifica para anticuerpos monoclonales, tales como los anticuerpos monoclonales murinos de la presente invención, 15 
a partir de líneas celulares de hibridoma, secuenciarse usando procedimientos convencionales y manipularse 
opcionalmente usando tecnología de ADN recombinante. Por ejemplo, el ADN puede fusionarse a otro ADN de 
interés, o alterarse (tal como mediante mutagénesis u otras técnicas convencionales) para añadir, delecionar o 
sustituir uno o más residuos de ácido nucleico. Puede colocarse el ADN en vectores que entonces se transfectan o 
transforman en células huésped apropiadas usando métodos bien conocidos en la técnica (tal como se describe en 20 
las patentes estadounidenses n.os: 4.399.216; 4.912.040; 4.740.461 y 4.959.455). El ADN aislado de las líneas 
celulares de hibridoma también puede modificarse para cambiar el carácter del anticuerpo producido por su 
expresión. 
 
Por ejemplo, pueden producirse formas quiméricas de anticuerpos monoclonales αG-CSFR murinos reemplazando 25 
los nucleótidos que codifican para dominios constantes de cadenas pesadas y ligeras murinas seleccionadas con 
nucleótidos que codifican para dominios constantes de cadenas pesadas y ligeras humanas, tal como se describe en 
la patente estadounidense n.º 4.816.567 y por Morrison et al, Proc. Nat. Acad. Sci. 81:6851, 1984. Entonces pueden 
producirse los anticuerpos quiméricos en una línea celular apropiada, tal como una línea celular de mieloma murino, 
que se ha transfectado con ADN modificado. 30 
 
Por tanto, entre los anticuerpos contemplados por la presente invención están anticuerpos αG-CSFR quiméricos que 
comprenden las regiones variables de cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo monoclonal αG-CSFR murino 
fusionadas a dominios constantes de anticuerpo de cadenas pesadas y ligeras no murinas. Preferiblemente, los 
dominios constantes de cadenas pesadas y ligeras no murinas son los dominios constantes de anticuerpo de 35 
cadenas pesadas y ligeras humanas. De manera similar, los anticuerpos quiméricos pueden incluir anticuerpos 
frente a G-CSFR que comprenden las regiones variables de cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos frente a G-
CSFR de rata o conejo y dominios constantes de cadenas pesadas y ligeras humanas. 
 
Los anticuerpos αG-CSFR para su uso en la presente invención también incluyen anticuerpos humanizados. En 40 
general, los anticuerpos humanizados son anticuerpos humanos (el anticuerpo receptor) en los que residuos de 
regiones determinantes de la complementariedad (CDR) se han reemplazado por residuos de regiones CDR de una 
especie no humana (el anticuerpo donador), tal como de un ratón, rata, conejo o primate no humano. En algunos 
casos, también pueden sustituirse determinados residuos de regiones de entramado (FR) del anticuerpo humano por 
residuos no humanos correspondientes, o los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se 45 
encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donador. Estas modificaciones se realizan para potenciar el 
rendimiento y la afinidad del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprenderá sustancialmente la 
totalidad de la al menos una, y normalmente dos, regiones variables, en las que la totalidad o sustancialmente la 
totalidad de las regiones CDR corresponde a las de un anticuerpo no humano, y la totalidad o sustancialmente la 
totalidad de las FR son las de una secuencia de anticuerpo humano. El anticuerpo humanizado también puede 50 
comprender opcionalmente al menos una parte de una región constante (Fc) de anticuerpo, normalmente la de un 
anticuerpo humano. (Jones et al, Nature 321:522-525, 1986; Reichmann et al, Nature 332:323-329, 1988; Presta, 
Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596, 1992; Liu et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439, 1987; Larrick et al 
BiolTechnology 7:934, 1989; Winter & Harris, TIPS 14:139, 1993; Carter et al, Proc. Nat. Acad. Sci. 89:4285 1992). 
De manera similar, para crear un anticuerpo primatizado, pueden insertarse las regiones CDR murinas en una región 55 
de entramado de primate usando métodos conocidos en la técnica (véanse por ejemplo los documentos WO 
93/02108 y WO 99/55369). 
 
Alternativamente, puede crearse un anticuerpo humanizado mediante un procedimiento de “remodelación de 
superficie”. Un análisis estadístico de regiones variables de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina humana 60 
y murina únicas reveló que los patrones precisos de residuos expuestos son diferentes en anticuerpos humanos y 
murinos, y que la mayoría de las posiciones de superficie individuales tienen una fuerte preferencia por un pequeño 
número de diferentes residuos (véanse Padlan et al, Mol. Immunol. 28:489- 498, 1991 y Pedersen et al, J. Mol. Biol. 
235:959-973, 1994). Por tanto, es posible reducir la inmunogenicidad de una Fv no humana reemplazando los 
residuos expuestos en sus regiones de entramado que difieren de los encontrados habitualmente en anticuerpos 65 
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humanos. Puesto que la antigenicidad de las proteínas puede estar correlacionada con la accesibilidad a la 
superficie, el reemplazo de los residuos de superficie puede ser suficiente para hacer que la región variable de ratón 
sea “invisible” para el sistema inmunitario humano. Este procedimiento de humanización se denomina “remodelación 
de superficie” porque sólo se altera la superficie del anticuerpo, permaneciendo sin alterar los residuos de soporte. 
 5 
Además, el documento WO 2004/006955 describe métodos para humanizar anticuerpos, basados en seleccionar 
secuencias de entramado de regiones variables de genes anticuerpos humanos comparando tipos de estructura 
canónica de CDR para secuencias de CDR de la región variable de un anticuerpo no humano con tipos de estructura 
canónica de CDR para CDR correspondientes de una biblioteca de secuencias de anticuerpos humanos, por 
ejemplo segmentos génicos de anticuerpos de línea germinal. Las regiones variables de anticuerpos humanos que 10 
tienen tipos de estructura canónica de CDR similares a las CDR no humanas forman un subconjunto de secuencias 
de anticuerpos humanos miembros del que seleccionar secuencias de entramado humanas. Los miembros del 
subconjunto pueden clasificarse adicionalmente por la similitud de aminoácidos entre las secuencias de CDR 
humanas y no humanas. En el método del documento WO 2004/006955, se seleccionan secuencias humanas de 
clasificación superior para proporcionar las secuencias de entramado para construir un anticuerpo quimérico que 15 
sustituye funcionalmente a las secuencias de CDR humanas con los homólogos de CDR no humanos usando las 
regiones de entramado humanas miembros del subconjunto seleccionado, proporcionando de ese modo un 
anticuerpo humanizado de alta afinidad y baja inmunogenicidad sin necesidad de comparar secuencias de 
entramado entre los anticuerpos humanos y no humanos. 
 20 
Las CDR de un anticuerpo dado pueden identificarse fácilmente, por ejemplo usando el sistema descrito por Kabat 
et al en Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5ª ed., US Department of Health and Human Services, 
PHS, NIH, publicación de los NIH n.º 91-3242, 1991). 
 
En una realización preferida, los anticuerpos para su uso en la presente invención son anticuerpos monoclonales 25 
humanos. Tales anticuerpos monoclonales humanos dirigidos contra G-CSFR pueden generarse usando ratones 
transgénicos o transcromosómicos que portan partes del sistema inmunitario humano en lugar del sistema del ratón. 
Estos ratones transgénicos y transcromosómicos incluyen ratones denominados en el presente documento ratones 
HuMAb y ratones KM. 
 30 
Todavía adicionalmente, están disponibles en la técnica sistemas de animales transgénicos alternativos que 
expresan genes de inmunoglobulina humana en la técnica y pueden usarse para obtener anticuerpos. Por ejemplo, 
puede usarse un sistema transgénico alternativo denominado Xenomouse (Abgenix, Inc.); tales ratones se describen 
en, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.os 5.939.598; 6.075.181; 6.114.598; 6.150.584 y 6.162.963. 
 35 
Además, están disponibles en la técnica sistemas de animales transcromosómicos alternativos que expresan genes 
de inmunoglobulina humana y pueden usarse para obtener anticuerpos contra G-CSFR. Por ejemplo, pueden usarse 
ratones que portan tanto un transcromosoma de cadena pesada humana como un transcromosoma de cadena ligera 
humana, denominados “ratones TC”; tales ratones se describen en Tomizuka et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
97:722-727, 2000. 40 
 
También pueden prepararse anticuerpos monoclonales humanos usando métodos de presentación en fago para 
examinar bibliotecas de genes de inmunoglobulina humana. Tales métodos de presentación en fago para aislar 
anticuerpos humanos están establecidos en la técnica. Véanse por ejemplo: las patentes estadounidenses n.os 
5.223.409; 5.403.484; y 5.571.698; las patentes estadounidenses n.os 5.427.908 y 5.580.717; las patentes 45 
estadounidenses n.os 5.969.108 y 6.172.197 y las patentes estadounidenses n.os 5.885.793; 6.521.404; 6.544.731; 
6.555.313; 6.582.915 y 6.593.081. 
 
También pueden prepararse anticuerpos monoclonales humanos usando ratones SCID en los que se han 
reconstituido células inmunitarias humanas de manera que puede generarse una respuesta de anticuerpos humanos 50 
con la inmunización. Tales ratones se describen en, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.os 5.476.996 y 
5.698.767. 
 
Los anticuerpos αG-CSFR para su uso en la presente invención también incluyen fragmentos de unión a antígeno 
tales como fragmentos Fv, Fab, Fab’ y F(ab’)2. Tradicionalmente, los fragmentos de unión a antígeno se generaban 55 
mediante la digestión proteolítica de anticuerpos completos (Morimoto et al, Journal of Biochemical and Biophysical 
Methods 24:107-117,1992; Brennan et al, Science 229:81, 1985). Ahora se han desarrollado varios métodos 
recombinantes para producir fragmentos de unión a antígeno de anticuerpos directamente en células huésped 
recombinantes. 
 60 
Por ejemplo, pueden recuperarse directamente fragmentos Fab’-SH de E. coli y acoplarse químicamente para formar 
fragmentos F(ab’)2 (Carter et al, Bio/Technology 10: 163-167, 1992). Los fragmentos F(ab’)2 también pueden 
formarse usando la cremallera de leucinas GCN4 para promover el ensamblaje de la molécula de F(ab’)2. También 
pueden aislarse fragmentos Fv, Fab o F(ab’)2 directamente de cultivos de células huésped recombinantes. Se han 
desarrollado varios métodos recombinantes para la producción de anticuerpos de cadena sencilla incluyendo los 65 
descritos en la patente estadounidense n.º 4.946.778; Bird, Science 242:423, 1988, Huston et al, Proc. Natl. Acad. 
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Sci. USA 85:5879, 1988 y Ward et al, Nature 334:544, 1989. Los anticuerpos de cadena sencilla pueden formarse 
uniendo fragmentos de región variable (región Fv) de cadenas pesadas (VH) y cadenas ligeras (VL) a través de un 
ligador peptídico corto para proporcionar una cadena polipeptídica individual (scFv). Las scFv también pueden 
formar dímeros o trímeros, dependiendo de la longitud del ligador peptídico entre las dos regiones variables (Kortt et 
al, Protein Engineering 10:423, 1997). La presentación en fago es otro método recombinante bien conocido para 5 
producir los fragmentos de unión a antígeno de la presente invención. 
 
Pueden examinarse los fragmentos de unión a antígeno para su uso en la presente invención para determinar 
propiedades deseadas. Los ensayos descritos en el presente documento proporcionan los medios para identificar 
fragmentos de unión a antígeno que se unen a G-CSFR y que antagonizan la señalización de G-CSF a través de G-10 
CSFR. 
 
Se conocen bien en la técnica líneas celulares de mamífero disponibles como huéspedes para la expresión e 
incluyen muchas líneas celulares inmortalizadas disponibles de la Colección Americana de Cultivos Tipo (ATCC). 
Éstas incluyen, entre otras, células de ovario de hámster chino (CHO), NSO, células SP2, células HeLa, células de 15 
riñón de cría de hámster (BHK), células de riñón de mono (COS), células de carcinoma hepatocelular humano (por 
ejemplo Hep G2), células A549, células 3T3 y varias de otras líneas celulares. Las células huésped de mamífero 
incluyen células de ser humano, ratón, rata, perro, mono, cerdo, cabra, bovino, caballo y hámster. Se seleccionan 
líneas celulares de preferencia particular a través de la determinación de qué líneas celulares tienen altos niveles de 
expresión. Otras líneas celulares que pueden usarse son líneas celulares de insecto, tales como células Sf9, células 20 
de anfibio, células bacterianas, células vegetales y células fúngicas. Cuando se introducen vectores de expresión 
recombinantes que codifican para la cadena pesada o la parte de unión a antígeno de la misma, la cadena ligera y/o 
la parte de unión a antígeno de la misma en células huésped de mamífero, se producen los anticuerpos cultivando 
las células huésped durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresión del anticuerpo en las células 
huésped o, más preferiblemente, la secreción del anticuerpo al medio de cultivo en el que se hacen crecer las 25 
células huésped. 
 
Pueden recuperarse anticuerpos del medio de cultivo usando métodos de purificación de proteínas convencionales. 
Además, puede potenciarse la expresión de anticuerpos de la invención a partir de líneas de células huésped 
usando varias técnicas conocidas. Por ejemplo, el sistema de expresión del gen de glutamina sintetasa (el sistema 30 
GS) es un enfoque común para potenciar la expresión en determinadas condiciones. El sistema GS se comenta en 
su totalidad o en parte en relación con las patentes europeas n.os 0 216 846, 0 256 055 y 0 323 997 y la solicitud de 
patente europea n.º 89303964.4. Los anticuerpos expresados por diferentes líneas celulares o en animales 
transgénicos pueden tener patrones de glicosilación diferentes entre sí. Sin embargo, todos los anticuerpos frente a 
G-CSFR de este tipo para su uso en el tratamiento de enfermedad pulmonar obstructiva crónica o formas 35 
exacerbadas de la misma forman parte de la presente invención, independientemente del patrón de glicosilación de 
los anticuerpos. 
 
También se conocen técnicas para derivar un anticuerpo de una subclase o isotipo diferente de un anticuerpo de 
interés, es decir cambio de subclase. Por tanto, pueden derivarse anticuerpos monoclonales IgG1 o IgG4 de un 40 
anticuerpo monoclonal IgM, por ejemplo, y viceversa. Tales técnicas permiten la preparación de nuevos anticuerpos 
que poseen las propiedades de unión a antígeno de un anticuerpo dado (el anticuerpo original), pero que también 
presentan propiedades biológicas asociadas con un isotipo o subclase de anticuerpo diferente de el del anticuerpo 
original. Pueden emplearse técnicas de ADN recombinante. Puede emplearse ADN clonado que codifica para 
polipéptidos de anticuerpo particulares en tales procedimientos, por ejemplo ADN que codifica para la región 45 
constante de un anticuerpo del isotipo deseado. 
 
Se conocen bien en la técnica vectores disponibles para la clonación y expresión en líneas de células huésped e 
incluyen pero no se limitan a vectores para la clonación y expresión en líneas celulares de mamífero, vectores para 
la clonación y expresión en líneas celulares bacterianas, vectores para la clonación y expresión en fagos y vectores 50 
para la clonación y expresión en líneas celulares de insecto. Los anticuerpos pueden recuperarse usando métodos 
de purificación de proteínas convencionales. 
 
En una realización preferida, los anticuerpos para su uso en la presente invención son anticuerpos αG-CSFR 
humanos o humanizados que antagonizan la señalización de G-CSF a través de G-CSFR. 55 
 
Preferiblemente, los anticuerpos αG-CSFR humanos o humanizados están en forma aislada, homogénea o completa 
o parcialmente purificada. 
 
Más preferiblemente, los anticuerpos αG-CSFR humanos o humanizados son anticuerpos monoclonales de longitud 60 
completa o fragmentos de unión a antígeno. 
 
Tal como se indicó anteriormente, la selección de fragmentos de unión a antígeno o formas modificadas de los 
anticuerpos puede verse influida por el efecto que tienen los fragmentos o las formas modificadas sobre la semivida 
individual. 65 
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En el presente documento se describe una forma soluble del G-CSFR que compite con el G-CSFR asociado a la 
membrana que se produce de manera natural para la interacción con G-CSF. Los expertos en la técnica pueden 
preparar fácilmente formas solubles del receptor, véase por ejemplo el documento US 5.589.456 y Honjo et al. 
 
Los términos “ácidos nucleicos”, “nucleótido” y “polinucleótido” incluyen ARN, ADNc, ADN genómico, formas 5 
sintéticas y polímeros mixtos, hebras tanto sentido como antisentido, y pueden modificarse química o 
bioquímicamente o pueden contener bases de nucleótidos no naturales o derivatizadas, tal como apreciarán 
fácilmente los expertos en la técnica. Tales modificaciones incluyen, por ejemplo, marcadores, metilación, sustitución 
de uno o más de los nucleótidos que se producen de manera natural con un análogo (tal como el anillo de 
morfolina), modificaciones entre nucleótidos tales como enlaces no cargados (por ejemplo fosfonatos de metilo, 10 
fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.), enlaces cargados (por ejemplo fosforotioatos, fosforoditioatos, 
etc.), restos colgantes (por ejemplo polipéptidos), intercaladores (por ejemplo acridina, psoraleno, etc.), quelantes, 
algentes de alquilación y enlaces modificados (por ejemplo, ácidos nucleicos α-anoméricos, etc.). Además se 
incluyen moléculas sintéticas que imitan a los polinucleótidos en su capacidad para unirse a una secuencia 
designada a través de unión por puentes de hidrógeno y otras interacciones químicas. Tales moléculas se conocen 15 
en la técnica e incluyen, por ejemplo, aquellas en las que los enlaces peptídicos se sustituyen por enlaces fosfato en 
la estructura principal de la molécula. 
 
Los términos “nucleobases” y “nucleótidos” pueden usarse de manera intercambiable. 
 20 
El aspecto descrito anteriormente puede trabajarse mediante técnicas de biología molecular y ADN recombinante 
convencionales. Las técnicas se conocen bien en la técnica y se describen en diversas publicaciones, tales como 
Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edición (1989) Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; ADN Cloning: A Practical Approach, volúmenes I y II, D. N. Glover ed. 
1985 y Ausubel et al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., 1994. 25 
 
Los ácidos nucleicos pueden estar flanqueados por secuencias reguladoras naturales (control de expresión), o 
pueden asociarse con secuencias heterólogas, incluyendo promotores, sitios internos de entrada al ribosoma (IRES) 
y otras secuencias de sitio de unión a ribosomas, potenciadores, elementos de respuesta, supresores, secuencias 
señal, secuencias de poliadenilación, intrones, regiones no codificantes en 5’ y 3’, y similares. 30 
 
Un “promotor” o “secuencia de promotor” es una región reguladora de ADN que puede unirse a una ARN polimerasa 
en una célula e iniciar la transcripción de una secuencia codificante. Una secuencia de promotor está unida 
generalmente en su extremo 3’ terminal al sitio de inicio de la transcripción y se extiende en el sentido de 5’ para 
incluir el número mínimo de bases o elementos necesarios para iniciar la transcripción a cualquier nivel. Dentro de la 35 
secuencia de promotor puede encontrarse un sitio de inicio de la transcripción, así como dominios de unión a 
proteínas (secuencias consenso) para la unión de ARN polimerasa. El promotor pude estar asociado operativamente 
con otras secuencias de control de la expresión, incluyendo secuencias potenciadoras y represoras o con un ácido 
nucleico. Los promotores que pueden usarse para controlar la expresión génica incluyen el promotor de 
citomegalovirus (CMV) y la región promotora temprana de SV40. 40 
 
Una secuencia codificante está “bajo el control de”, “asociada funcionalmente con” o “asociada operativamente con” 
secuencias control de la transcripción y la traducción en una célula cuando las secuencias dirigen la transcripción 
mediada por la ARN polimerasa de la secuencia codificante para dar ARN, preferiblemente ARNm, que entonces 
puede someterse a corte y empalme en trans del ARN (si contiene intrones) y, opcionalmente, traducirse para dar un 45 
proteína codificada por la secuencia codificante. 
 
Los términos “expresar” y “expresión” significan permitir o hacer que la información en una secuencia de gen, ARN o 
ADN se convierta en un producto, por ejemplo, producir una proteína activando las funciones celulares implicadas en 
la transcripción y traducción de una secuencia de nucleótidos. Una secuencia de ADN se expresa en o por una 50 
célula para formar un “producto de expresión” tal como ARN (tal como ARNm o un ARN corto bicatenario, ARN en 
horquilla o ARN antisentido) o una proteína (tal como un antagonista de la actividad de citocina o una parte de un 
anticuerpo anti-citocina). También puede decirse que el propio producto de expresión se “expresa” por la célula. 
 
Los términos “vector”, “vector de clonación” y “vector de expresión” significan el vehículo (tal como un plásmido) 55 
mediante el cual puede introducirse una secuencia de ADN o ARN en una célula huésped, para transformar el 
huésped y, opcionalmente, promover la expresión y/o replicación de la secuencia introducida. 
 
El término “transfección” o “transformación” significa la introducción de un ácido nucleico en una célula. Estos 
términos pueden referirse a la introducción de un ácido nucleico que codifica para un anticuerpo que reacciona de 60 
manera cruzada con citocina o un fragmento del mismo en una célula. Una célula huésped que recibe el ADN o ARN 
introducido se ha “transformado” y es un “transformante” o un “clon”. El ADN o ARN introducido en una célula 
huésped puede proceder de cualquier fuente, incluyendo células del mismo género o especie que la célula huésped, 
o células de un género o especie diferente. 
 65 
El término “célula huésped” significa cualquier célula de cualquier organismo que se selecciona, modifica, transfecta, 
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transforma, hace crecer o usa o manipula de cualquier forma, para la producción de una sustancia por la célula, por 
ejemplo, la expresión de una proteína o la replicación de un gen. 
 
El término “sistema de expresión” significa una célula huésped y vector compatible que, en condiciones adecuadas, 
pueden expresar una proteína o ácido nucleico que se porta por el vector y se introduce en la célula huésped. Los 5 
sistemas de expresión comunes incluyen células huésped de E. coli y vectores de plásmido, células huésped de 
insecto y vectores de baculovirus, y células huésped y vectores de mamífero. 
 
Los agentes dados a conocer en el presente documento (por ejemplo anticuerpos, proteínas tales como formas 
mutantes sin señalización de G-CSF, moléculas químicas pequeñas, receptores solubles, etc.) pueden suministrarse 10 
de manera conveniente en composiciones farmacéuticas. 
 
Las formas de composición adecuadas para su uso inyectable incluyen disoluciones acuosas estériles (cuando son 
solubles en agua) y polvos estériles para la preparación extemporánea de disoluciones inyectables estériles. Deben 
ser estables en las condiciones de fabricación y almacenamiento y deben conservarse frente a la acción 15 
contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El portador puede ser un disolvente o medio de 
dilución que comprende, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol 
líquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos y aceites vegetales. Puede mantenerse la fluidez apropiada, 
por ejemplo, mediante el uso de tensioactivos. La prevención de la acción de microorganismos puede producirse por 
diversos agentes antibacterianos y antifúngicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, ácido sórbico, timerosal 20 
y similares. En muchos casos, será preferible incluir agentes para ajustar la tonicidad, por ejemplo, azúcares o 
cloruro de sodio. La absorción prolongada de las composiciones inyectables puede producirse mediante el uso en 
las composiciones de agentes que retrasan la absorción, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina. 
 
Se preparan disoluciones inyectables estériles incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en el 25 
disolvente apropiado con el principio activo y opcionalmente otros principios activos según se requiera, seguido por 
esterilización por filtración u otro medio de esterilización apropiado. En el caso de los polvos estériles para la 
preparación de disoluciones inyectables estériles, los métodos de preparación adecuados incluyen la técnica de 
secado a vacío y liofilización que produce un polvo del principio activo más cualquier componente deseado 
adicionalmente. 30 
 
Cuando el modulador se protege de manera adecuada, puede administrarse por vía oral, por ejemplo, con un 
diluyente inerte o con un portador comestible asimilable, o puede encerrarse en una cápsula de gelatina de cubierta 
dura o blanda, o puede comprimirse para dar comprimidos, o puede incorporarse directamente con el alimento de la 
dieta o administrarse a través de la leche materna. Para la administración terapéutica oral, el principio activo puede 35 
incorporarse con excipientes y usarse en forma de comprimidos que pueden ingerirse, comprimidos bucales, 
trociscos, cápsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares. Tales composiciones y preparaciones deben 
contener al menos el 1% en peso de modulador. Naturalmente, el porcentaje de las composiciones y preparaciones 
puede variarse y puede estar convenientemente entre aproximadamente el 5 y aproximadamente el 80% del peso 
de la unidad. La cantidad de modulador en tales composiciones terapéuticamente útiles es tal que se obtendrá una 40 
dosificación adecuada. Las composiciones o preparaciones pueden prepararse de modo que una forma 
farmacéutica unitaria oral contenga entre aproximadamente 0,1 µg y 200 mg de modulador. Las cantidades de 
dosificación alternativas incluyen desde aproximadamente 1 µg hasta aproximadamente 1000 mg y desde 
aproximadamente 10 µg hasta aproximadamente 500 mg. Estas dosificaciones pueden ser por individuo o por kg de 
peso corporal. La administración puede ser por hora, día, semana, mes o año. 45 
 
Comprimidos, trociscos, píldoras, cápsulas, cremas y similares también pueden contener los componentes tal como 
se enumeran a continuación en el presente documento. Pueden añadirse un aglutinante tal como goma, goma 
arábiga, almidón de maíz o gelatina; excipientes tales como fosfato de dicalcio; un agente disgregante tal como 
almidón de maíz, almidón de patata, ácido algínico y similares; un lubricante tal como estearato de magnesio; y un 50 
agente edulcorante tal como sacarosa, lactosa o sacarina o un agente aromatizante tal como menta, aceite de 
gaulteria o aromatizante de cereza. Cuando la forma farmacéutica unitaria es una cápsula, puede contener, además 
de materiales del tipo anterior, un portador líquido. Pueden estar presentes otros materiales diversos como 
recubrimientos o para modificar de otro modo la forma física de la unidad de dosificación. Por ejemplo, los 
comprimidos, píldoras o cápsulas pueden recubrirse con goma laca, azúcar o ambos. Un jarabe o elixir puede 55 
contener el compuesto activo, sacarosa como agente edulcorante, metil y propilparabenos como conservantes, un 
colorante y aromatizante tal como aroma de cereza o naranja. Naturalmente, cualquier material usado en la 
preparación de cualquier forma farmacéutica unitaria debe ser farmacéuticamente puro y sustancialmente no tóxico 
en las cantidades empleadas. Además, el/los compuesto(s) activo(s) puede(n) incorporarse en preparaciones y 
formulaciones de liberación sostenida. 60 
 
Los portadores y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen todos y cada uno de disolventes, medios de 
dispersión, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y retardadores de la absorción 
y similares. El uso de tales medios y agentes para los agentes farmacéuticos activos se conoce bien en la técnica y 
excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el modulador, se 65 
contempla su uso en las composiciones terapéuticas. También pueden incorporarse en las composiciones 

E07784767
24-09-2014ES 2 506 065 T3

 



14 

compuestos activos complementarios. 
 
Tal como se indicó anteriormente, la administración puede ser mediante cualquier medio. Para el tratamiento de 
estados inflamatorios pulmonares es particularmente eficaz la administración intranasal, intravenosa e 
intrapulmonar. 5 
 
Los regímenes de dosificación pueden ajustarse para proporcionar la respuesta deseada óptima (por ejemplo una 
respuesta terapéutica). Por ejemplo, puede administrarse un único bolo, pueden administrarse varias dosis divididas 
a lo largo del tiempo o la dosis puede reducirse o aumentarse proporcionalmente según lo indiquen las exigencias 
de la situación terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma farmacéutica 10 
unitaria para facilidad de administración y uniformidad de dosificación. 
 
Un médico o veterinario que sea una experto habitual en la técnica puede determinar y recetar fácilmente la cantidad 
eficaz de la composición farmacéutica requerida. Por ejemplo, el médico o veterinario podría comenzar con dosis del 
anticuerpo αG-CSFR para su uso en la presente invención, empleado en una composición farmacéutica a niveles 15 
inferiores a los requeridos con el fin de lograr el efecto terapéutico deseado y amentar gradualmente la dosificación 
hasta que se logre el efecto deseado. En general, una dosis diaria adecuada de una composición puede ser aquella 
cantidad del compuesto que sea la dosis inferior eficaz para producir un efecto terapéutico. Una dosis eficaz de este 
tipo dependerá generalmente de los factores descritos anteriormente. Se prefiere que la administración sea 
mediante inyección, preferiblemente próxima al sitio de la diana (por ejemplo, el pulmón). Si se desea, la dosis diaria 20 
eficaz de una composición farmacéutica puede administrarse como dos, tres, cuatro, cinco, seis o más subdosis 
administradas por separado a intervalos apropiados a lo largo de todo el día. 
 
Para aplicaciones terapéuticas, los anticuerpos αG-CSFR para su uso en la presente invención se administran a un 
mamífero, preferiblemente un ser humano, en una forma de dosificación farmacéuticamente aceptable tal como las 25 
comentadas anteriormente, incluyendo aquellas que pueden administrarse a un ser humano por vía intravenosa 
como un bolo o mediante infusión continua a lo largo de un periodo de tiempo mediante vías intrapulmonares, 
nasales, orales o intraarteriales. 
 
Los modelos animales útiles para someter a prueba la inhibición de G-CSF o su receptor, u otros enfoques para el 30 
antagonismo de la actividad de G-CSF, incluyen exposición a LPS aguda, exposición a humo de cigarrillos 
subcrónica e infección por virus influenza de ratones expuestos a humo (modelo de exacerbación). 
 
En estos modelos, la inflamación neutrofílica, la producción de TNFα y la actividad proteasa excesiva permiten la 
determinación de la eficacia de anticuerpos αG-CSF/αG-CSFR u otros antagonistas, o niveles de G-CSF o 35 
señalización de G-CSF reducidos, en la supresión de algunas de las características clave de la inflamación de tipo 
EPOC. 
 
Los neutrófilos son un tipo celular predominante principal que se infiltra en las vías respiratorias de pacientes con 
EPOC (Beeh y Beier, Clin Exp Allergy 26(2):142-157, 2006; Stockley, Chest 121(5 Supl.):151S-155S, 2002). La 40 
capacidad de los neutrófilos para generar especies reactivas de oxígeno y proteasas es crítica para su papel de 
defensa del huésped. Sin embargo, como con todos los aspectos de la respuesta inmunitaria, la actividad en exceso 
puede ser perjudicial. 
 
El medio de citocina presente en las vías respiratorias de los pacientes con EPOC proporciona el entorno ideal para 45 
una inflamación neutrofílica potenciada (Barnes, N Engl J Med 343(4):269-280, 2000; Barnes, Cytokine Growth 
Factor Rev 14(6):511-522, 2003). Puesto que la supervivencia de los neutrófilos en el pulmón sano normalmente es 
muy limitada, la vida prolongada de los neutrófilos en EPOC es una característica importante. 
 
Tal como se comenta en los ejemplos siguientes, la supresión de G-CSF con antagonista de prueba tuvo un efecto 50 
significativo sobre el número de neutrófilos en el LLBA y en la sangre inducido por LPS, exposición a humo de 
cigarrillos e infección por virus influenza. Puesto que los neutrófilos son mediadores clave de la inflamación de tipo 
EPOC, la reducción significativa en el número de neutrófilos inducida por el antagonista de G-CSF en los tres 
modelos de EPOC indica que el antagonismo de la actividad de G-CSF es un enfoque terapéutico útil. 
 55 
En los ejemplos se emplean los métodos siguientes. 
 
Animales 
 
Se obtuvieron ratones Balb/C macho, libres de patógenos específicos de 7 semanas de edad y que pesaban ∼20 g 60 
del Animal Resource Centre Pty. Ltd. (Perth, Australia). Se alojaron los animales a 20ºC en un ciclo de día/noche de 
12 h en microaisladores estériles y se alimentaron con una dieta estéril convencional de comida para ratón de Purina 
con agua permitida a voluntad. 
 
Exposición a humo de cigarrillos 65 
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Se colocaron los ratones en una cámara de Perspex de 18 litros en una cabina de bioseguridad de clase II y se 
expusieron a humo de cigarrillos. Se expusieron los ratones a humo de cigarrillos generado a partir de 9 cigarrillos al 
día durante 4 días, administrado tres veces al día a las 8:00 am, a las 12 del medio día y a las 4 pm usando 3 
cigarrillos separados por una hora. En experimentos piloto, se encontró que 3, 6 y 9 cigarrillos por día se toleran muy 5 
bien. Se colocaron ratones expuestos de manera simulada en una cámara de Perspex de 18 litros pero no recibieron 
humo de cigarrillos. En el quinto día, se sacrificaron los ratones mediante una sobredosis intraperitoneal (i.p.) de 
anestésico (5,6 mg de ketamina/1,12 mg de xilacina, Parnell Laboratories, NSW, Australia) y se lavaron los 
pulmones con PBS. Se usaron cigarrillos con filtro disponibles comercialmente (fabricados por Philip Morris, 
Australia) de la siguiente composición: 16 mg o menos de alquitrán, 1,2 mg o menos de nicotina y 15 mg o menos de 10 
CO. Se generó humo en volúmenes tidales de 50 ml a lo largo de 10 s usando una velocidad de quemado del 
cigarrillo y un volumen de inhalación de humo normales que imitan la aspiración programada. Se usaron tamaños de 
grupo de 8 ratones por tratamiento para garantizar que el estudio tenía capacidad para detectar diferencias en la 
variable de respuesta al nivel de confianza de 0,05. 
 15 
Administración del fármaco 
 
Se les administraron a los ratones las dosis especificadas de PBS, anticuerpo anti-G-CSF o control de isotipo (tal 
como se explica resumidamente en la sección 1) una vez al día (60 minutos antes del primer humo), administradas 
mediante inyección i.p. 20 
 
Infección por virus 
 
Se infectan los ratones expuestos a humo de cigarrillos (tal como se describió anteriormente) con una cepa de virus 
influenza no letal, adaptada a ratones [Mem71, H3N1] a una dosis conocida (en ratones normales) para producir 25 
replicación productiva e inflamación, pero no enfermedad manifiesta. Se diseccionaron los ratones 3d y 10d tras la 
infección por virus influenza. Los ratones control reciben una preparación de células no infectadas usadas para 
hacer crecer el virus. 
 
Lavado broncoalveolar (LBA) 30 
 
Se realizó LBA en ratones anestesiados de manera terminal. En resumen, se lavaron los pulmones de cada ratón in 

situ con una alícuota de 400 µl, seguido por tres de 300 µl de PBS, recuperándose aproximadamente 1 ml de líquido 
de lavado broncoalveolar (LLBA) de cada animal. La exposición a humo no tuvo ningún efecto sobre el volumen 
recuperado. Se determinó el número total de células viables en el LLBA usando los fluoróforos bromuro de etidio y 35 
naranja de acridina (Molecular Probes, San Diego, EE.UU.) en un hemocitómetro Neubauer convencional usando un 
microscopio de fluorescencia Axioscope de Zeiss. Se realizaron preparaciones para Cytospin usando 200 µl de 
LLBA a 350 rpm durante 10 min en una centrífuga Cytospin 3 (Shandon, RU). Se tiñeron las preparaciones para 
Cytospin con DiffQuik (Dade Baxter, Australia) y se identificaron y diferenciaron las células en células 
mononucleares, epiteliales, eosinófilos, neutrófilos y macrófagos mediante criterios morfológicos convencionales. Se 40 
contó un mínimo de 500 células por portaobjetos. 
 
Ensayos de inmunoabsorción ligados a enzimas (ELISA) 
 
Se midieron las concentraciones de TNFα en muestras de LLBA usando kits de ELISA Pharmingen OptEIA (marca 45 
comercial) según las instrucciones del fabricante. Se leyeron las absorbancias a 450 nm (contador multimarcador 
Victor 1420, Wallac) y se analizaron usando el programa Microplate Manager (marca registrada) (BioRad, EE.UU.), 
que obtuvo la curva patrón y las absorbancias de las muestras. 
 
Expresión y actividad de proteasas en el LLBA 50 
 
Se usó zimografía para evaluar la expresión de proteasas. En resumen, se combinó LLBA de animales en cada 
grupo de tratamiento y se concentró añadiendo 250 µl de ácido tricloroacético al 50% v/v a 500 µl de muestras 
combinadas de LLBA y se dejó a 4ºC durante la noche. Al día siguiente, se centrifugaron las muestras (13.000 rpm 
durante 10 min, a 4ºC) y se lavó el sedimento dos veces con 300 µl de dietil éter al 80% (en etanol al 20% v/v) y se 55 
secó al aire durante 10 min. Entonces se resuspendió el sedimento en 50 µl de 1 x tampón no reductor, se calentó 
durante 10 min a 65ºC y se cargaron 20 µl en minigeles de SDS-page. Se prepararon los minigeles de SDS-page (al 
10% v/v) con la incorporación de gelatina (2 mg/ml) antes de la colada. Se corrió el LLBA (20 µl) en los geles a un 
voltaje constante de 200 V en condiciones no reductoras. Cuando el frente de colorante alcanzó el fondo, se 
retiraron los geles y se lavaron dos veces durante 15 min en Triton X-100 al 2,5% v/v y se incubaron a 37ºC durante 60 
la noche en tampón de zimografía (Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), CaCl2 5 mM, ZnCl2 1 mM y NaN3 al 0,01% v/v). 
Entonces se tiñeron los geles durante 45 min con azul brillante de Coomassie R-250 y se decoloraron ampliamente. 
Tras la decoloración, aparecieron zonas de actividad enzimática transparentes frente al fondo de azul de 
Coomassie. 
 65 
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También se sometió a prueba LLBA puro para determinar la actividad gelatinasa neta y la serina proteasa neta 
usando gelatina conjugada con fluorescencia (Molecular Probes, EE.UU.) y N-metoxisuccinil-Ala-Ala-Pro-Val-p-
nitroanilida (Sigma, EE.UU.), respectivamente. Se diluyó el sustrato de gelatina (10 µg) en Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 
150 mM, CaCl2 5 mM, NaN3 al 0,01% v/v y se incubó a temperatura ambiente durante 16 h con 100 µl de LLBA puro. 
El sustrato digerido tenía máximos de absorción/emisión a 495 nm/515 nm. Se diluyó el sustrato de N-5 
metoxisuccinil-Ala-Ala-Pro-Val-p-nitroanilida (50 µg) en Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, CaCl2 5 mM, NaN3 al 
0,01% y se incubó a temperatura ambiente durante 16 h con 100 µl de LLBA puro. El sustrato digerido tenía 
máximos de absorción a 405 nm. Se midió la intensidad de fluorescencia de los sustratos en un lector de 
microplacas (Victor II, Wallac) para detectar diferencias cuantitativas en la actividad. 
 10 
Cuantificación de virus 
 
Se extrajeron pulmones completos de 4 ratones por grupo de tratamiento y se pesaron. Se homogeneizaron los 
ratones en medio de mantenimiento, con pulsos de 2x15 s, seguido por una centrifugación de aclarado a baja 
velocidad. Entonces se usaron diluciones en serie de homogeneizado de pulmón en ensayos de placas tal como se 15 
describió anteriormente (Youil, J Virol Methods 120(1):23-31, 2004) y se expresaron los títulos virales como ufp/g de 
pulmón 
 
Histología 
 20 
Para garantizar la conservación morfológica de los pulmones, se sacrificaron los ratones mediante sobredosis de 
anestesia intraperitoneal (5,6 mg de ketamina/1,12 mg de xilacina) y luego se fijaron mediante perfusión a través de 
una cánula traqueal con formaldehido al 4% v/v a presión de H2O de exactamente 200 mm. Tras 1 h, se ligó la 
tráquea, se extrajeron los pulmones del tórax y se sumergieron en formaldehido al 4% v/v durante un periodo 
mínimo de 24 h. Tras la fijación del tejido pulmonar y el procesamiento en cera de parafina, se cortaron secciones (3 25 
- 4 µm de grosor) transversalmente a través del lóbulo izquierdo. Se tiñeron las secciones con hematoxilina y eosina 
(H&E) para examen de histopatología general. 
 
Análisis estadísticos 
 30 
Como los datos estaban distribuidos de manera normal, se presentan como datos agrupados expresados como 
media ± error estándar de la media (e.e.m.); n representa el número de ratones. Se determinaron las diferencias en 
los tipos celulares de LLBA y fórmulas leucocitarias totales mediante análisis de la varianza de una vía (ANOVA) 
seguido por prueba a posteriori de Dunnett para comparaciones múltiples, cuando era apropiado. En algunos casos, 
se usó una prueba de la t de Student para datos independientes para determinar si había diferencias significativas 35 
entre medias de pares. Todos los análisis estadísticos se realizaron usando GraphPad Prism (marca comercial) para 
Windows (versión 3.03). En todos los casos, se consideró que niveles de probabilidad inferiores a 0,05 (*P<0,05) 
indicaban significación estadística. 
 
Ejemplo 1 40 
 
Fundamento y diseño del estudio 
 
Éste es un modelo de inflamación de pulmón aguda donde el lipopolisacárido (LPS) instilado induce inflamación 
neutrofílica intensa. La cinética detallada y el uso de anticuerpos anti-GM-CSF en este sistema modelo se han 45 
publicado previamente (Bozinovski et al, J Biol Chem 277(45):42808-42814, 2002; Bozinovski et al, Am J Physiol 
Lung Cell Mol Physiol 286(4):L877-885, 2004). En las condiciones descritas a continuación, la inflamación en este 
modelo es resistente al tratamiento con el glucocorticosteroide dexametasona (Bozinovski et al, J Proteome Res 
4(1):136-145, 2005). 
 50 
Diseño experimental 
 
Se trataron ratones con o bien control de isotipo o bien 250 µg/dosis i.p. de αG-CSF a t = -3 horas, se expusieron a 
una dosis de LPS a t = 0 y entonces se diseccionaron 24 horas después (figura 1). 
 55 
(i) Grupos: Control – sin tratamiento 
 
Solución salina 
 
LPS 60 
 
LPS + isotipo (IgG1 de rata, GL113) 
 
LPS + αG-CSF (αG-CSF de rata, MAB414) 
 65 
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Solución salina + isotipo (IgG1 de rata, GL113) 
 
Solución salina + αG-CSF (αG-CSF de rata, MAB414) 
 
(ii) Criterios de valoración:  5 
 

Líquido de LBA -recuento total/fórmula leucocitaria 

 -ELISA (TNF alfa) 

 -zimografía (inducción de proteasa) 

 -actividad proteasa 

Sangre -frotis de sangre 

 -recuento total/fórmula leucocitaria 

Pulmones completos -congelados instantáneamente y combinados para cada grupo 

 
Los datos son de recuentos de células en sangre y en líquido de LBA, gráficos de resultados de ELISA, gráficos de 
actividad proteasa y geles de zimografía. También se han guardado muestras de pulmón combinadas y muestras de 
líquido de LBA congeladas. 10 
 
(iii) Ratones: Ratones Balb/c macho; 6 semanas de edad; aproximadamente 20 gramos 
 
8/grupo 
 15 
56 ratones suministrados por ARC, Perth. 
 
(iv) Formulación de fármaco: 
 
Compuesto de prueba: anticuerpo αG-CSF (αG-CSF) 20 
 
Especificidad: G-CSF de ratón (neutraliza la actividad de G-CSF) 
 
Clase de Ig: IgG1 de rata 
 25 
Fuente: R&D Systems 
 
Número de catálogo: MAB414 
 
Clon: 67604 30 
 
Nivel de endotoxinas: <0,1 UE por 1 µg de AcM, suministrado por R&D. 
 
Formulación: Suministrada como una disolución filtrada por 0,2 µM en PBS a 9,95 mg/ml. Diluida hasta 1,0 mg/ml 
con PBS libre de endotoxinas estéril. Almacenada como alícuotas de 5 mg (5 ml), a -20ºC.  35 
 
Dosificación: 250 µg/inyección/ratón, i.p. 
 
Compuesto de prueba: anticuerpo control de isotipo (isotipo) 
 40 
Especificidad: β-galactosidasa de E. coli 
 
Clase de Ig: IgG1 de rata 
 
Fuente: Walter and Eliza Hall Institute Monoclonal Antibody Lab 45 
 
Clon: GL113 
 
Nivel de endotoxinas: <0,1 UE por 1 µg de AcM, suministrado por WEHI. 
 50 
Formulación: Suministrada como disolución estéril en PBS a 1,3 mg/ml. Diluida hasta 1,0 mg/ml con PBS libre de 
endotoxinas estéril. Almacenada en alícuotas de 5 mg (5 ml), a -20ºC. 
 
Dosificación: 250 µg/inyección/ratón, i.p. 
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Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre el número de células inflamatorias en el LLBA de ratones tratados con LPS 
 
Anticuerpo αG-CSF, control de isotipo o PBS (solución salina) no aumentaron el número de células inflamatorias en 
el LLBA de animales tratados con solución salina (figuras 2a a d). 5 
 
LPS produjo un aumento significativo en el número total de células (figura 2a), neutrófilos (figura 2c) y linfocitos 
(figura 2d) en el LLBA. El control de isotipo no tuvo ningún efecto sobre el número de células inflamatorias. 
 
En cambio, αG-CSF produjo una disminución significativa en el número total de células y el número de neutrófilos y 10 
linfocitos, pero no de macrófagos, en animales tratados con LPS (figura 2). 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre los niveles proteicos de TNFα, en el LLBA de ratones tratados con LPS, tal 
como se determina mediante ELISA 
 15 
Se detectó muy poco TNFα en el LLBA de animales tratados con solución salina o LPS en el punto de tiempo de 24 
horas (figura 3). Sin embargo, parecía que αG-CSF produjo un marcado aumento en los niveles de TNFα en el LLBA 
de ratones tratados con LPS. 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre la expresión y actividad de proteasas en el LLBA de ratones tratados con LPS, 20 
tal como se determina mediante zimografía y ensayos de proteasa 
 
El tratamiento con LPS produjo un marcado aumento en la expresión de MMP9 (figura 4a) y la actividad proteasa 
(figuras 4b y c) en el LLBA de ratones. Sin embargo, no hubo ningún efecto de o bien control de isotipo o bien αG-
CSF sobre la expresión o actividad de proteasas inducidas por LPS. 25 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre el número de células inflamatorias en sangre de ratones tratados con LPS 
 
LPS produjo un aumento significativo en el número de células viables totales, macrófagos y neutrófilos en la sangre 
de ratones tratados. αG-CSF produjo una reducción significativa en el número de neutrófilos en animales tratados 30 
con LPS, pero no afectó al número de macrófagos o células viables totales. Obsérvese que no se detectaron 
linfocitos en la sangre de ninguno de los animales. 
 
Ejemplo 2 
 35 
Humo subcrónico 
 
En este modelo, se expusieron ratones a humo (o se manipularon de manera simulada) 3 veces al día (2 
cigarrillos/exposición) durante 4 días, y se analizaron el quinto día, tal como se describió previamente (Chen et al, 
Neuropsychopharmacology 30(4), 713-719 2005). 40 
 
Diseño experimental: 
 
Se expusieron ratones a humo de cigarrillo durante 4 días, 3 veces al día. Se trataron los ratones con o bien control 
de isotipo o bien 250 µg/dosis i.p. de αG-CSF a t=d-1 y d2, y luego se diseccionaron en el día 5. Las condiciones de 45 
exposición a humo fueron tal como se describió previamente (Vlahos et al, Am JPhysiol Lung Cell Mol Physiol 
290(5):L931-945, 2006). En resumen, los ratones recibieron humo de 3 cigarrillos durante 1 h y esto se realizó tres 
veces al día durante hasta 4 días. Se usaron cigarrillos con filtro disponibles comercialmente (fabricados por Philip 
Morris, Australia) de la siguiente composición: 16 mg o menos de alquitrán, 1,2 mg o menos de nicotina y 15 mg o 
menos de CO. Se generó humo en volúmenes tidales de 50 ml a lo largo de 10 s usando una velocidad de quemado 50 
del cigarrillo y un volumen de inhalación de humo normales que imitan la aspiración programada (figura 6). 
 
(i) Grupos: Simulado (manipulado, pero sin exposición a humo) 
 
Simulado + isotipo (IgG1 de rata, GL113) 55 
 
Simulado + αG-CSF (αG-CSF de rata, MAB414) 
 
Humo solo 
 60 
Humo + isotipo (IgG1 de rata, GL113) 
 
Humo + αG-CSF (αG-CSF de rata, MAB414) 
 
(ii) Criterios de valoración: 65 
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Líquido de LBA -recuento total/fórmula leucocitaria 

 -ELISA (TNF alfa) 

 -zimografía (inducción de proteasa) 

 -actividad proteasa 

Sangre -frotis de sangre 

 -recuento total/fórmula leucocitaria 

Pulmones completos -congelados instantáneamente y combinados para cada grupo 

 
Los datos son de recuentos de células en sangre y en líquido de LBA, gráficos de resultados de ELISA, gráficos de 
actividad proteasa y geles de zimografía. También se han guardado muestras de pulmón combinadas y muestras de 
líquido de LBA congeladas. 5 
 
(iii) Ratones requeridos: 8/grupo de 48 ratones (descritos anteriormente) 
 
(iv) Formulación de fármaco:  
 10 
Compuesto de prueba: anticuerpo αG-CSF (descrito anteriormente) 
 
Compuesto de prueba: anticuerpo control de isotipo (descrito anteriormente) 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre el número de células inflamatorias en el LLBA de ratones expuestos a humo 15 
 
El anticuerpo αG-CSF no aumentó el número de células inflamatorias en el LLBA de ratones expuestos de manera 
simulada (figura 7). 
 
La exposición a humo de 4 días produjo un aumento significativo en el número de macrófagos (figura 7b), neutrófilos 20 
(figura 7c) y linfocitos (figura 7d), así como en el número total de células (figura 7a), en el LLBA de ratones. 
 
El control de isotipo redujo el número total de células y el número de macrófagos y neutrófilos en el LLBA de ratones 
expuestos a humo, mientras que αG-CSF produjo una reducción significativa en el número de macrófagos, 
neutrófilos y células totales, y una marcada reducción en el número de linfocitos en el LLBA. 25 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre los niveles proteicos de TNFα, en el LLBA de ratones expuestos a humo, tal 
como se determina mediante ELISA 
 
Mientras que hubo niveles bajos de TNFα detectable en el LLBA de animales tratados de manera simulada (figura 30 
8), la exposición a humo de cigarrillos produjo un marcado aumento en los niveles de TNFα. El control de isotipo 
produjo una ligera reducción y αG-CSF produjo una reducción significativa en los niveles de TNFα en el LLBA de 
ratones expuestos a humo. 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre la expresión y actividad de proteasas en el LLBA de ratones expuestos a humo, 35 
tal como se determina mediante zimografía y ensayos de proteasa 
 
Hubo un aumento significativo en la expresión de MMP9 en el LLBA de ratones expuestos a humo que se redujo 
mediante αG-CSF pero no mediante control de isotipo (figura 9a). 
 40 
En cambio, no hubo ningún aumento significativo en la actividad o bien gelatinasa (figura 9b) o bien serina proteasa 
(figura 9c) tras la exposición a humo. No hubo ningún efecto apreciable del control de isotipo o αG-CSF sobre la 
actividad serina proteasa, aunque αG-CSF parecía producir un aumento significativo en la actividad gelatinasa. 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre el número de células inflamatorias en sangre de ratones expuestos a humo 45 
 
La exposición a humo produjo un aumento significativo en el número de neutrófilos en la sangre, en comparación 
con los animales tratados de manera simulada. Obsérvese que no se detectaron linfocitos en la sangre de ninguno 
de los animales. 
 50 
El control de isotipo produjo una reducción significativa en el número total de células y el número de macrófagos en 
la sangre de animales expuestos a humo, mientras que el anticuerpo αG-CSF produjo una reducción significativa en 
el número total de células, neutrófilos y macrófagos en animales expuestos a humo. 
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Ejemplo 3 
 
Estudio con humo y virus influenza (exacerbación)  
 
Diseño experimental: 5 
 
Se expusieron ratones a humo de cigarrillo durante 4 días, 3 veces al día (día -5 a día -2). Entonces se infectaron los 
ratones con virus influenza (cepa A de virus influenza Mem-71 derivado de células MDCK) o diluyente (preparación 
de células MDCK no infectadas) el día 0. Se trataron ratones con o bien control de isotipo o bien 250 µg/dosis i.p. de 
αG-CSF a t=d-1 y d2, y luego se diseccionaron en el día 3 o el día 10. 10 
 
(i) Grupos:  
 
1. Control - sin tratamiento (x 2) 
 15 
2. Diluyente (x 2) 
 
3. Diluyente + isotipo (x 2) 
 
4. Diluyente + αG-CSF (x2) 20 
 
5. Influenza (x 2) 
 
6. Influenza + isotipo (x 2) 
 25 
7. Influenza + αG-CSF (x 2) 
 
(ii) Criterios de valoración: únicamente) 
 

Líquido de LBA -recuento total/fórmula leucocitaria 

 -ELISA (TNF alfa) 

 -zimografía (inducción de proteasa) 

 -actividad proteasa 

Sangre -frotis de sangre 

 -recuento total/fórmula leucocitaria 

Pulmones completos -cuantificación viral en pulmones 

 -pulmones fijados con PFA para histología (grupos 1, 5, 6, 7 únicamente) 

 -congelados instantáneamente y combinados para cada grupo 

 30 
Los datos son de recuentos de células en sangre y en líquido de LBA, gráficos de resultados de ELISA, títulos 
virales en pulmones, gráficos de actividad proteasa y geles de zimografía. Se han facilitado los resultados de 
histología de pulmón cuantitativos y cortes de histología para los grupos control y tratado con virus influenza en 
ambos puntos de tiempo. También se han guardado muestras de pulmón combinadas y muestras de líquido de LBA 
congeladas. 35 
 
(iii) Ratones requeridos: 12/grupo (es decir, 8 para BAL y 4 para titulación viral en pulmones completos) 
 
4 ratones adicionales/grupo en los grupos 1, 5, 6, 7 para histología 
 40 
184 ratones (tal como se describe en la sección 1.1) 
 
(iv) Formulación de fármaco:  
 
Compuesto de prueba: anticuerpo αG-CSF (descrito anteriormente) 45 
 
Compuesto de prueba: anticuerpo control de isotipo (descrito anteriormente) 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre el número de células inflamatorias en el LLBA de ratones tratados con virus 
influenza y ratones expuestos a humo 50 
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En el día 3 tras la infección (figura 12), la exposición a humo de cigarrillos produjo un marcado aumento en el 
número total de células (figura 12a) y en el número de macrófagos (figura 12b) y linfocitos (figura 12d) en el LLBA, 
que estaba adicionalmente elevado, junto con el número de neutrófilos (figura 12c), por la infección por virus 
influenza de ratones expuestos a humo. 
 5 
El control de isotipo no tuvo ningún efecto sobre el número total de células ni el número de macrófagos, neutrófilos y 
linfocitos en el LLBA de ratones expuestos a humo, tratados con virus influenza. 
 
Sin embargo, αG-CSF produjo una reducción significativa en el número total de células y el número de macrófagos y 
neutrófilos, y una marcada reducción en el número de linfocitos en el LLBA de animales expuestos a humo y 10 
tratados con virus influenza. 
 
En el día 10 tras la infección (figura 13), la exposición a humo de cigarrillos no produjo un marcado aumento en el 
número de células inflamatorias en el LLBA. Sin embargo, la infección por virus influenza de ratones expuestos a 
humo produjo un marcado aumento en todas las células inflamatorias en el LLBA (figuras 13a-d) que estaban 15 
ligeramente aumentadas mediante tratamiento con control de isotipo, pero marcadamente disminuidas mediante 
tratamiento con anticuerpo αG-CSF. 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre los niveles proteicos de TNFα, en el LLBA de ratones tratados con virus 
influenza y expuestos a humo, tal como se determina mediante ELISA 20 
 
La exposición a humo de cigarrillos produjo un marcado aumento en los niveles de TNFα de LLBA en el día 3 y el 
día 10 (figura 14). El virus influenza produjo una reducción en el TNFα de LLBA en el día 3 tras la infección que se 
redujo adicionalmente mediante αG-CSF (figura 14a). 
 25 
En el día 10 tras la infección, el virus influenza produjo un pequeño aumento en el TNFα de LLBA en ratones 
expuestos a humo que sólo se redujo ligeramente mediante tratamiento con αG-CSF (figura 14b). 
 
El control de isotipo produjo ligeras reducciones en los niveles de TNFα tanto en el día 3 como en el día 10 que no 
fueron tan marcadas como con el tratamiento con anticuerpo αG-CSF. 30 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre la expresión y actividad de proteasas en el LLBA de ratones tratados con virus 
influenza y expuestos a humo, tal como se determina mediante zimografía y ensayos de proteasa 
 
En el día 3 tras la infección, el humo de cigarrillos produjo un ligero aumento en la expresión de MMP9 (figura 15a) y 35 
la actividad gelatinasa (figura 15c). La actividad gelatinasa se elevó adicionalmente con la infección por virus 
influenza. Esta elevación en los niveles y la actividad de proteasas se redujo con el tratamiento con αG-CSF. 
 
En el día 10 tras la infección, el humo de cigarrillos produjo una reducción en los niveles de MMP9 en el LLBA (figura 
15b). La infección por virus influenza aumentó los niveles de MMP9 y la actividad gelatinasa (figura 15c) en el LLBA 40 
de ratones expuestos a humo en el día 10, y esta elevación en los niveles y la actividad de proteasas se redujo con 
αG-CSF. 
 
No hubo ningún efecto de o bien la exposición a humo de cigarrillos o bien la infección por virus influenza sobre la 
actividad serina proteasa en el LLBA en el día 3 o el día 10 (figura 15e y f) y, por tanto, ningún efecto apreciable de 45 
αG-CSF. 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre el número de células inflamatorias en sangre de ratones tratados con virus 
influenza y expuestos a humo 
 50 
En el día 3 tras la infección (figura 16), el humo de cigarrillos produjo un marcado aumento en las células 
inflamatorias en la sangre que aumentó significativamente tras la exposición a virus influenza (el número de 
macrófagos se elevó marcadamente tras la infección por virus influenza). αG-CSF produjo una reducción 
significativa en el número de neutrófilos en la sangre de animales expuestos a humo e infectados por virus influenza 
(figura 16c), y una marcada reducción en el número total de células en la sangre. αG-CSF tuvo poco efecto sobre el 55 
número de macrófagos en la sangre de ratones expuestos a humo, infectados por virus influenza. 
 
En el día 10 tras la infección (figura 17), la infección por virus influenza produjo un aumento significativo en el 
número total de células, macrófagos y neutrófilos en la sangre de ratones expuestos a humo. αG-CSF produjo una 
reducción significativa en el número de neutrófilos y una marcada reducción en el número de macrófagos y células 60 
totales en la sangre de ratones expuestos a humo e infectados por virus influenza 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre los títulos virales en los pulmones de ratones tratados con virus influenza y 
expuestos a humo 
 65 
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αG-CSF produjo una marcada reducción en los títulos virales en ratones expuestos a humo e infectados por virus 
influenza, en comparación con ratones tratados con isotipo (figura 18) en el día 3 tras la infección. No se detectó 
virus en ninguno de los grupos de tratamientos en el día 10 tras la infección. 
 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre el reclutamiento de células inflamatorias en tejido pulmonar de ratones tratados 5 
con virus influenza y expuestos a humo, tal como se determina mediante análisis histológicos 
 
Se tomaron muestras de pulmones fijados con PFA de ratones control, ratones tratados con virus influenza + 
expuestos a humo y ratones tratados virus influenza + humo + anticuerpo αG-CSF y se montaron en parafina y se 
tiñeron para revelar cambios estructurales y celulares en el parénquima, la vasculatura y los bronquios pulmonares. 10 
Se tomaron imágenes usando un microscopio Zeiss a 10X y 20x. Las imágenes tomadas tanto en el día 3 como en 
el día 10 de una región peribronquial en el pulmón izquierdo mostraron que el humo y el virus influenza produjeron 
una marcada potenciación de la inflamación reconocida como infiltración de la región entre los vasos sanguíneos y 
los bronquios con células mononucleares, neutrófilos y linfocitos. También fue evidente la infiltración del parénquima. 
En comparación con el control de isotipo, el anticuerpo αG-CSF redujo marcadamente el grado de inflamación en 15 
todas las regiones. 
 
Ejemplo 4 
 
Humo subcrónico 20 
 
En este modelo, se expusieron ratones a humo (o se manipularon de manera simulada) 3 veces al día (2 
cigarrillos/exposición) durante 4 días, y se analizaron el quinto día, tal como se describió anteriormente (Chen et al, 
Neuropsycho-pharmacology 30(4):713-719, 2005). Se trataron ratones con o bien control de isotipo o bien 85 µg t.n. 
o bien 250 µg i.p. de anti-GCSF a t=d-1 y d+2. 25 
 
Diseño experimental: 
 
Se expusieron ratones a humo de cigarrillo durante 4 días, 3 veces al día. Se trataron los ratones con o bien control 
de isotipo (250 µg/dosis i.p. o 85 µg/dosis t.n.) o bien anticuerpo anti-GCSF (250 µg/dosis i.p. o 85µg/dosis t.n.) a 30 
t=d-1 y d2, y luego se diseccionaron en el día 5. Las condiciones de exposición a humo fueron tal como se describió 
previamente (Vlahos et al, citado anteriormente 2006). En resumen, los ratones recibieron humo de 3 cigarrillos 
durante 1 h y esto se realizó tres veces al día durante hasta 4 días. Se usaron cigarrillos con filtro disponibles 
comercialmente (fabricados por Philip Morris, Australia) de la siguiente composición: 16 mg o menos de alquitrán, 
1,2 mg o menos de nicotina y 15 mg o menos de CO. Se generó humo en volúmenes tidales de 50 ml a lo largo de 35 
10 s usando una velocidad de quemado del cigarrillo y volumen de inhalación de humo normales que imitan la 
aspiración programada. 
 
(i) Grupos:  
 40 
1. Simulado (manipulado pero sin exposición a humo) 
 
2. Humo solo 
 
3. Humo + isotipo por vía transnasal (85 µg = 50 µl a 1,7 mg/ml) (IgG1 de rata, GL113) 45 
 
4. Humo + anti-GCSF por vía transnasal (85 µg = 50 µl a 1,7 mg/ml) (anti-GCSF de rata, MAB414) 
 
5. Humo + isotipo mediante inyección i.p. (250 µg) (IgG1 de rata, GL113) 
 50 
6. Humo + anti-GCSF mediante inyección i.p. (250 µg) (anti-GCSF de rata, MAB414) 
 
(ii) Criterios de valoración:  
 

Líquido de LBA -recuento total/fórmula leucocitaria 

 -ELISA (TNF alfa) 

 -zimografía (inducción de proteasa) 

Sangre -recuento total/fórmula leucocitaria 

Pulmones completos -congelados instantáneamente y combinados para cada grupo 

 55 
Nota: Se proporcionaron los siguientes gráficos: gráficos de recuentos de células en sangre y en líquido de LBA, 
gráficos de resultados de ELISA y geles de zimografía. Las muestras de líquido de LBA congeladas y muestras de 
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pulmón combinadas se enviaron al cliente. 
 
(iii) Ratones requeridos:  
 
8/grupo 5 
 
48 ratones 
 
(iv) Formulación de fármaco:  
 10 
Compuesto de prueba: anticuerpo αG-CSF  
 
Especificidad: G-CSF de ratón (neutraliza la actividad de G-CSF) 
 
Clase de Ig: IgG1 de rata 15 
 
Fuente: R&D Systems 
 
Número de catálogo: MAB414 
 20 
Clon: 67604 
 
Nivel de endotoxinas: <0,1 UE por 1 µg de AcM, suministrado por R&D. 
 
Formulación: Suministrada como una disolución filtrada por 0,2 µM en PBS a 9,95 mg/ml. Diluida hasta 1,0 mg/ml 25 
con PBS libre de endotoxinas estéril: Proporcionada como alícuotas de 5 mg (5 ml), almacenada a -20ºC. 
 
Dosificación: 250 µg/inyección/ratón, i.p. o 85 µg/transnasal/ratón, t.n. 
 
Compuesto de prueba: anticuerpo control de isotipo 30 
 
Especificidad: β-galactosidasa de E. coli  
 
Clase de Ig: IgG1 de rata 
 35 
Fuente: Walter and Eliza Hall Institute Monoclonal Antibody Lab 
 
Clon: GL113 
 
Nivel de endotoxinas: <0,1 UE por 1 µg de AcM, suministrado por WEHI. Formulación: Suministrada como una 40 
disolución estéril en PBS a 1,3 mg/ml. Diluida hasta 1,0 mg/ml con PBS libre de endotoxinas estéril. Proporcionada 
en alícuotas de 5 mg (5 ml); almacenada a -20ºC. 
 
Dosificación: 250 µg/inyección/ratón, i.p. o 85 µg/transnasal/ratón, t.n. 
 45 
Efecto del anticuerpo αG-CSF sobre el número de células inflamatorias en el LLBA de ratones expuestos a humo 
 
La exposición a humo de 4 días produjo un aumento significativo en células viables totales, macrófagos, neutrófilos y 
linfocitos en el LLBA en comparación con el grupo simulado (figura 19). 
 50 
El anticuerpo αG-CSF administrado por vía transnasal produjo una reducción significativa en células viables totales, 
macrófagos, neutrófilos y linfocitos en el LLBA en comparación con el grupo de isotipo administrado por vía 
transnasal. 
 
El anticuerpo αG-CSF administrado mediante inyección intraperitoneal produjo una reducción significativa en células 55 
viables totales y neutrófilos, pero no tuvo ningún efecto sobre el número de macrófagos o linfocitos, en el LLBA en 
comparación con el grupo de isotipo (i.p.). 
 
Ejemplo 5 
 60 
Inhibición de la proliferación mediada por G-CSF en células Ba/F3 que expresan el receptor de hG-CSF mediante 
diversos antagonistas de G-CSF  
 
Se cultivaron células BaF3 transfectadas de manera estable con hG-CSFR tal como se describe por Layton et al, 
citado anteriormente 1997, en placas de 96 pocillos a 20.000 células/pocillo en medio DMEM con FBS al 5% y rh o 65 
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mGCSF 0,5 ng/ml (R&D Sytems, n.º de catálogo 214-CS y n.º de catálogo 414-CS, respectivamente). Se añadieron 
antagonistas de G-CSF (MAB414, AcM711 anti-hG-CSFR y hG-CSFR-Fc de R&D Systems) a tres veces las dosis 
de titulación comenzando a partir de 1 µM y se midió la proliferación celular mediante reducción con MTS (Cory et al, 
Cancer Commun. 3:207-12, 1991; Riss y Moravec, citado anteriormente 1993) tras 48 horas cultivo. 
 5 
A. Inhibición mediante anticuerpo anti-G-CSF: 
 
Un anticuerpo MAB414 comercial de R&D Systems pudo inhibir la proliferación de mG-CSF con una CI50 de 10 pM. 
 
B. Inhibición mediante anticuerpo anti-hG-CSFR: 10 
 
Un anticuerpo monoclonal murino contra el receptor de hG-CSF, AcM711, (Layton et al, citado anteriormente 1997) y 
su derivado humanizado pudieron inhibir la proliferación de mG-CSF con CI50 de 1,1 nM y 1,5 nM, respectivamente. 
 
Un anticuerpo quimérico que comprende las regiones variables de cadenas pesadas y ligeras de AcM711 y las 15 
regiones constantes de cadenas pesadas y ligeras de la IgG1 humana inhibieron la actividad de G-CSF con una CI50 
similar a la del anticuerpo monoclonal murino AcM711. 
 
C. Inhibición mediante proteína hG-CSFR-Fc soluble: 
 20 
Una proteína G-CSFR-Fc soluble (Honjo et al, Acta CRyst F61:788-790, 2005) pudo inhibir la proliferación de mG-
CSF con una CI50 de 22 pM. 
 
Estos resultados demuestran que la actividad biológica de G-CSF puede inhibirse mediante una variedad de 
antagonistas, incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos frente a G-CSF, anticuerpos frente a G-CSFR y receptores 25 
de G-CSF solubles. 
 
Los expertos en la técnica apreciarán que la invención descrita en el presente documento es susceptible de 
variaciones y modificaciones distintas a las descritas específicamente. Ha de entenderse que la invención incluye 
todas estas variaciones y modificaciones que se encuentran dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. La 30 
invención también incluye todas las etapas, características, composiciones y compuestos a los que se hace 
referencia o indicados en esta memoria descriptiva, individual o colectivamente, y todas y cada una de las 
combinaciones de cualquiera de dos o más de dichas etapas o características que se encuentran dentro del alcance 
de las reivindicaciones adjuntas. 
 35 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Agente que inhibe G-CSFR, en el que dicho agente es un anticuerpo específico para G-CSFR para su uso en el 
tratamiento de enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) o una forma exacerbada de la misma en un sujeto. 
 5 
2. Agente para su uso según la reivindicación 1, en el que la forma exacerbada es EPOC exacerbada aguda (EPOC-
EA). 
 
3. Agente para su uso según la reivindicación 1 ó 2, en el que el sujeto es un ser humano. 
 10 
4. Agente para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho agente es para su uso con 
un agente terapéutico seleccionado de la lista que consiste en un agente antiinflamatorio, un broncodilatador y un 
antibiótico. 
 
5. Agente para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el anticuerpo es un anticuerpo 15 
monoclonal. 
 
6. Agente para su uso según la reivindicación 5, en el que el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, humano o 
humanizado. 
 20 
7. Agente para su uso según la reivindicación 5, en el que el anticuerpo es un anticuerpo humano. 
 
8. Uso de un agente que inhibe G-CSFR, en el que dicho agente es un anticuerpo específico para G-CSFR, en la 
fabricación de un medicamento para tratar enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) o una forma 
exacerbada de la misma en un sujeto. 25 
 
9. Uso según la reivindicación 8, en el que la forma exacerbada es EPOC exacerbada aguda (EPOC-EA). 
 
10. Uso según la reivindicación 8 ó 9, en el que el sujeto es un ser humano. 
 30 
11. Uso según una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. 
 
12. Uso según la reivindicación 11, en el que el anticuerpo es un anticuerpo quimérico, humano o humanizado. 
 
13. Uso según la reivindicación 11, en el que el anticuerpo es un anticuerpo humano. 35 
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