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Método para tratar trastornos respiratorios
Descripcion

La presente invencion se refiere al uso de agentes que se unen a la proteina del complemento C5 en el
tratamiento de enfermedades asociadas con la activacion del complemento inapropiada, y en particular en el
tratamiento de trastornos respiratorios.

Antecedentes de la Invencién

El sistema del complemento es una parte esencial del mecanismo de defensa natural del organismo contra
la invasion de cuerpos extrafios y también esté implicado en el proceso inflamatorio. Mas de 30 proteinas en el suero
y en la superficie celular estan implicadas en la funcién y regulacion del sistema del complemento. Recientemente,
se ha puesto de manifiesto que, al igual que los ~ 35 componentes conocidos del sistema del complemento que
pueden asociarse con procesos beneficiosos y patolégicos, el propio sistema del complemento interacciona al
menos con 85 rutas biolégicas con funciones tan diversas como angiogénesis, activacion plaguetaria, metabolismo
de glucosa y espermatogénesis [1].

El sistema del complemento se activa por la presencia de antigenos extrafios. Existen tres vias de
activacion: (1) la via clasica que se activa por complejos de IgM e 1gG o por reconocimiento de carbohidratos; (2) la
via alternativa que se activa por superficies no propias (desprovistas de moléculas reguladoras especificas) y por
endotoxinas bacterianas; y (3) la via de la lectina que se activa por la unién de lectina que une manosa (MBL,
mannose- binding lectin) a restos de manosa en la superficie de un patdgeno. Las tres vias comprenden cascadas
de sucesos en paralelo que dan como resultado la produccion de la activaciéon del complemento a través de la
formacion de C3 y C5 convertasas similares en la superficie celular dando como resultado la liberaciéon de
mediadores de inflamacién aguda (C3a y C5a) y la formacién de un complejo de ataque a la membrana (CAM). En la
Figura 1 se muestran las cascadas en paralelo implicadas en las vias clasica y alternativa.

En determinadas circunstancias el complemento puede activarse de manera no apropiada lo que conduce a
una destruccion tisular local no deseable. Se ha demostrado que la activacién no apropiada del complemento
desempefia una funcién en una amplia diversidad de enfermedades y trastornos incluyendo pancreatitis aguda,
enfermedad de Alzheimer, encefalomielitis alérgica, alotrasplante, asma, sindrome de distrés respiratorio en adultos,
lesiones por quemaduras, enfermedad de Crohn, glomerulonefritis, anemia hemolitica, hemodidlisis, angioedema
hereditario, lesiones por isquemia-reperfusién, disfuncién sistémica organica multiple, esclerosis multiple, miastenia
grave, ictus isquémico, infarto de miocardio, soriasis, artritis reumatoide, choque séptico, lupus eritematoso
sistémico, ictus, sindrome de filtracion vascular, rechazo de trasplante y respuestas inmunitarias inapropiadas en
cirugias de derivacion cardiopulmonar. De esta manera, la activacién no apropiada del sistema del complemento ha
sido una diana para la intervencioén terapéutica durante muchos afios y numerosos inhibidores del complemento que
dirigen diferentes partes de la cascada del complemento se encuentran en desarrollo para su uso terapéutico.

En el ictus isquémico y en el infarto de miocardio, el cuerpo reconoce como extrafio el tejido muerto en el
cerebro o en el corazén y activa el complemento ocasionando mas dafo local. De manera similar, en cirugias de
derivacién cardiopulmonar, el cuerpo reconoce como extrafias las superficies plasticas de los aparatos, activa el
complemento y puede dar como resultado dafio vascular. En enfermedades autoinmunes, el cuerpo puede,
errbneamente, reconocerse asi mismo como extrafio y activar el complemento con dafio tisular local (por ejemplo
destruccion de articulaciones en artritis reumatoide y debilidad muscular en miastenia grave).

Varios modelos experimentales para el asma bronquial han indicado que la C5 y sus componentes
activados estan implicados en el desarrollo de inflamacion de las vias respiratorias y broncoconstriccién. Estudios
con varios inhibidores de complementos redujeron marcadamente la hiperreactividad de las vias respiratorias o la
inflamacién de las vias respiratorias en roedores [2, 3, 4].

EPOC es un término general, que incluye las condiciones bronquitis cronica y enfisema y se usa para
describir vias respiratorias que se han estrechado debido a bronquitis cronica, enfisema o ambos. La COPD afecta
principalmente a personas por encima de la edad de 40 y el fumar es la causa de la mayoria de los casos. Los
sintomas incluyen una tos persistente, disnea y resuello resultando en una dificultad creciente para respirar.

El asma se caracteriza por una combinacion de inflamacién de las vias respiratorias cronica, obstruccion de
las vias respiratorias, e hiperreactividad de las vias respiratorias a varios estimulos. Se piensa que esta mediada
principalmente por respuestas inmunes adaptativas mediadas por células T CD4+ especificas de alérgenos,
citocinas Th2 e IgE especifica de alérgenos, que llevan a inflamacion pulmonar e hiperreactividad de las vias
respiratorias.

En la EPOC hay dafio permanente a las vias respiratorias. Las vias respiratorias estrechadas estan
"fijadas" y por lo tanto los sintomas son cronicos. El tratamiento para abrir las vias respiratorias es limitado. En el
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asma, hay inflamacion en las vias respiratorias que provoca que los musculos en las vias respiratorias se constrifian.
Esto provoca que las vias respiratorias se estrechen. Los sintomas tienden a ir y venir y varian en severidad de vez
en cuando. El tratamiento para reducir la inflamacion y abrir las vias respiratorias habitualmente funciona bien. Tanto
el asma como la EPOC se tratan actualmente usando combinaciones variables de broncodilatadores, por ejemplo
beta antagonistas como salbutamol y terbutalina y agentes anticolinérgicos como ipratropio y oxitropio; y esteroides
como beclometasona, budesonida y fluticasona. Sin embargo, tratamientos mejorados adicionales serian
beneficiosos.

Hay una gran necesidad de agentes que mejoren sobre los tratamientos actualmente disponibles para los
trastornos respiratorios como la EPOC y el asma.

Resumen de la invencién

Por lo tanto, la invencidon proporciona un método para tratar o prevenir un trastorno respiratorio que
comprende administrar a un sujeto con necesidad del mismo una cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva de
un agente que se une al complemento C5.

La invencién también proporciona el uso de una cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva de un
agente que se une al complemento C5 en la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir un trastorno
respiratorio.

El trastorno respiratorio de la invencion incluye uno o mas de asma, incluyendo asma severo y resistente a
los esteroides, EPOC, alveolitis del complejo inmune incluyendo aquellas provocadas por la exposicion a polvos
organicos, mohos, alérgenos en el aire, polvo mineral, productos quimicos, etc. Dichas condiciones incluyen pero no
estan limitadas a: pulmoén de agricultor, pulmén de criador de palomas o pajaros, fiebre de granero, pulmén de
molinero, pulmén del trabajador metallrgico, fiebre del humidificador, silicosis, neumoconiosis, asbestosis, bisinosis,
beriliosis, mesotelioma. Asma, rinitis, alveolitis o enfermedad pulmonar fibrética difusa provocada por la exposicion a
drogas sistémicas o inhaladas y agentes quimicos incluyendo, pero no limitados a: bleomicina, mitomicina,
penicilinas, cefalosporinas, sulfonamidas, aspirina, AINES, tartrazina, inhibidores de la ECA, medios de contraste
gue contienen yodo, farmacos B bloqueantes no selectivos, suxametonio, hexametonio, tiopental, amiodarona,
nitrofurantoina, paraquat, oxigeno, agentes citotdxicos, tetraciclinas, fenitoina, carbamazepina, clorpropamida,
hidralazina, procainamida, isoniazida, acido p-aminosalicilico. Dafio pulmonar fisico incluyendo pero no limitado a:
lesion por aplastamiento, inhalacién de humo y gases calientes, lesiones por explosion, lesiones por radiacion,
neumonitis por aspiracién, neumonia lipoidea. Dafio pulmonar asociado con trasplante de érganos incluyendo pero
no limitado a: trasplante cardiaco, trasplante de pulmoén, trasplante de médula 6sea. Alveolitis fibrosante
criptogénica. Granulomatosis alérgica (sindrome de Churg-Strauss). Granulomatosis de Wegener. Bronqueolitis
obliterante. Fibrosis pulmonar intersticial. Fibrosis quistica. Manifestaciones respiratorias de enfermedades
autoinmunes y del tejido conectivo incluyendo, pero no limitado a: enfermedad reumatoide, lupus eritematoso
sistémico, esclerosis sistémica, poliarteritis nodosa, polimiositis, dermatomiositis, sindrome de Sjégren, espondilitis
anquilosante, sindrome de Caplan. Sindrome de Goodpasture. Proteinosis alveolar pulmonar. Hemosiderosis
pulmonar idiopatica. Histiocitosis X. Infiltraciéon pulmonar con eosinofilia (PIE) incluyendo pero no limitado a:
eosinofilia pulmonar sencilla, eosinofilia pulmonar prolongada, eosinofilia broncopulmonar asmatica, aspergilosis
broncopulmonar alérgica, aspergiloma, aspergilosis invasiva, eosinofiia pulmonar tropical, sindrome
hipereosinofilico, infestacion parasitaria. Linfangioleiomiomatosis (LAM).

Preferiblemente, el trastorno respiratorio es o EPOC o asma.

Preferiblemente, el agente actia impidiendo la escisién del complemento C5 por la C5 convertasa en el
complemento C5ay en el complemento C5b-9.

La proteina del complemento C5, denominado también en el presente documento C5, se escinde por la
enzima C5 convertasa, en si misma formada a partir de C3a, en un producto anterior de la via alternativa (Figura 1).
Los productos de esta escision incluyen una anafilatoxina C5a y un complejo litico C5b-9 conocido también como
complejo de ataque a la membrana (CAM). C5a es un péptido muy reactivo implicado en muchos procesos
inflamatorios patoldgicos incluyendo quimiotaxis de neutréfilos y eosindfilos, activacion de neutréfilos, permeabilidad
capilar aumentada e inhibicion de apoptosis de neutroéfilos [5].

El CAM esta asociado con otros procesos patolégicos importantes que incluyen artritis reumatoide [6;7],
glomerulonefritis proliferativa [7], nefropatia membranosa idiopatica [8], proteinuria [9], desmielinizaciéon después de
lesion axonal aguda [10] y es también responsable de rechazo de injerto agudo después de xenotrasplante [12].

Cb5a se ha convertido en una diana de interés particular en el campo de los trastornos asociados con el
complemento [13]. Aunque Cb5a presenta muchas asociaciones patoldgicas bien reconocidas, los efectos de su
reduccion en seres humanos parecen estar limitados. Se han desarrollado anticuerpos monoclonales y moléculas
pequefias que se unen e inhiben a C5a o a receptores de C5a para tratar diversas enfermedades autoinmunes. Sin
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embargo, estas moléculas no impiden la liberacion del CAM.

Por el contrario, la administracién de un agente que se una a C5, de acuerdo con el primer aspecto de la
invencion, inhibe la formacion tanto del péptido C5a como del CAM. Sorprendentemente, se ha descubierto que la
inhibicién tanto de C5a como del CAM reduce los sintomas clinicos asociados con trastornos en el sistema nervioso
periférico. Adicionalmente, como el C5 es un producto posterior de las vias clasica y alternativa del complemento, la
inhibicion de C5 esta menos probablemente asociada con riesgos de infeccién concomitante que existen cuando se
dirigen a productos anteriores en la cascada [14].

La capacidad de un agente para unirse a C5 puede determinarse mediante ensayos convencionales in vitro
conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante transferencia de western después de incubacién de la proteina sobre
el gel con C5 marcado. Preferentemente, el agente de acuerdo con la invencién se une a C5 con un valor de Clsg
menor de 0,2 mg/ml, preferentemente menor de 0,1 mg/ml, preferentemente menor de 0,05 mg/ml, preferentemente
menor de 0,04 mg/ml, preferentemente menor de 0,03 mg/ml, preferentemente 0,02 mg/ml, preferentemente menor
de 1 pg/ml, preferentemente menor de 100 ng/ml, preferentemente menor de 10 ng/ml, mas preferentemente audn,
menor de 1 ng/ml.

De acuerdo con la invencidn, el agente que se une a C5 no es un anticuerpo monoclonal anti-C5.

El agente que se une a C5 se deriva de un artrépodo hematoéfago. El término “artropodo hematéfago”
incluye a todos los artropodos que se alimentan de sangre de un huésped apropiado, como insectos, garrapatas,
piojos, pulgas y acaros. Preferiblemente, el agente se deriva de una garrapata, preferiblemente de la garrapata
Ornithodoros moubata.

De acuerdo con la invencion, el agente que se une a C5 es una proteina que comprende los aminoacidos
19 a 168 de la secuencia de aminoacidos proporcionada en la Figura 2 o es un equivalente funcional de esta
proteina. El agente que se une a C5 puede ser una proteina que consiste de los aminoacidos 19 a 168 de la
secuencia de aminoacidos proporcionada en la Figura 2 o puede ser un equivalente funcional de esta proteina.

De acuerdo con una realizacion alternativa, la proteina usada de acuerdo con esta realizacion de la
invencion puede comprender o consistir en los aminoacidos 1 a 168 de la secuencia de aminoacidos proporcionada
en la Figura 2 o puede ser un equivalente funcional de la misma que conserva su capacidad para unirse a C5. Los
primeros 18 aminoacidos de la secuencia de la proteina proporcionada en la Figura 2 forman una secuencia de
sefial que no es necesaria para la actividad de union a C5 y por tanto pueden suministrarse opcionalmente, por
ejemplo, para determinar la eficacia de la produccion de la proteina recombinante.

La proteina que tiene la secuencia de aminoacidos proporcionada en la Figura 2, denominada también
como proteina EV576 en el presente documento, se aislo de las glandulas salivares de la garrapata Ornithodoros
moubata. La proteina EV576 es un miembro lejano de la familia de las lipocalinas y es el primer miembro de la
familia de las lipocalinas que demuestra inhibir la activacion del complemento. La proteina EV576 inhibe las vias
alternativa, clasica y de la lectina del complemento uniéndose a C5 e impidiendo su escision, mediante la C5
convertasa, en el Complemento C5a y Complemento C5b - 9, inhibiendo asi la accién tanto del péptido C5a como la
del CAM. La expresion “proteina EV576”, como se usa en el presente documento, se refiere a la secuencia
proporcionada en la Figura 2 con o sin la secuencia de sefial.

La proteina EV576 y la capacidad de esta proteina para inhibir la activacion del complemento se ha descrito
[20], en el que la proteina EV576 se denomina “proteina OmCI”. Ahora se ha descubierto que la proteina EV576 es
sorprendentemente eficaz en el tratamiento y prevencion de trastornos respiratoios. Los datos presentados en el
presente documento demuestran que la proteina EV576 es potente en la modulacion del asma agudo en el modelo
de asma OVA. Reduce la hiperreactividad de las vias respiratorias a niveles de fondo en todas las dosis probadas, y
reduce la infiltracién celular en el pulmén. La proteina EV576 representa asi una posible terapia humana para el
tratamiento y prevencion de trastornos respiratorios.

La sorprendente eficacia de EV576 en el tratamiento de trastornos respiratorios parece deberse al hecho de
gue actla uniéndose a C5, inhibiendo asi la formacién de C5a y del CAM.

De acuerdo con una realizacion adicional de la invencién, el agente puede ser una molécula de acidos
nucleicos que cadifica la proteina EV576 o un equivalente funcional de la misma. Por ejemplo, se puede emplear
terapia génica para efectuar la produccién endégena de la proteina EV576 por las células relevantes en el sujeto, ya
sea in vivo 0 ex vivo. Otro enfoque es la administracion de "ADN desnudo” en el que el gen terapéutico se inyecta
directamente en la corriente sanguinea o en el tejido muscular.

Preferiblemente, dicha molécula de acidos nucleicos comprende o consiste de las bases 53 a 507 de la

secuencia de nucledtidos de la Figura 2. Esta secuencia de nucleétidos codifica la proteina EV576 de la Figura 2, sin
la secuencia sefial. Las primeras 54 bases de la secuencia de nucleétidos de la Figura 2 codifican la secuencia sefial
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de la que no se requiere para complementar la actividad inhibidora. Alternativamente, la molécula de acidos
nucleicos puede comprender o consistir de las bases 1 a 507 de la secuencia de acidos nucleicos de la Figura 2, que
codifica la proteina con la secuencia sefial.

Se ha demostrado que la proteina EV576 se une a C5 e impide su escision por la C5 convertasa en suero
de rata, de raton y de ser humano, con un valor de Clsg de aproximadamente 0,2 mg/ml. Preferentemente,
equivalentes funcionales de la proteina EV576 que conservan la capacidad de unirse a C5 con valores de Clsg
menores de 0,2 mg/ml, preferentemente menores de 0,1 mg/ml, preferentemente menores de 0,05 mg/ml,
preferentemente menores de 0,02 mg/ml, preferentemente menores de 1 ug/ml, preferentemente menores de 100
ng/ml, preferentemente menores de 10 ng/ml, mas preferentemente ain, menores de 1 ng/ml.

En un aspecto, el término "equivalente funcional" se usa en el presente documento para describir
homologos y fragmentos de la proteina EV576 que mantienen su capacidad de unirse a C5, y para prevenir la
escision del complemento C5 por la convertasa C5 en el complemento C5a y el complemento C5b-9. El término
"equivalente funcional" también se refiere a moléculas que son estructuralmente similares a la proteina EV576 o que
contienen estructura terciaria similar o idéntica, particularmente en el ambiente del sitio activo o sitios activos de la
proteina EV576 que se une con C5, como moléculas sintéticas.

El término “homdlogo” pretende incluir referencias con respecto a paralogos y ortélogos de la secuencia de
la proteina EV576 que se identifica explicitamente en la Figura 2, incluyendo, por ejemplo, la secuencia de la
proteina EV576 de otras especies de garrapatas, que incluyen Rhipicephalus appendiculatus, R. sanguineus, R.
bursa, A. americanum, A. cajennense, A. hebraeum, Boophilus microplus, B. annulatus, B. decoloratus, Dermacentor
reticulatus, D. andersoni, D. marginatus, D. variabilis, Haemaphysalis inermis, Ha. leachii, Ha. punctata, Hyalomma
anatolicum anatolicum, Hy. dromedarii, Hy. marginatum marginatum, Ixodes ricinus, L persulcatus, L scapularis, L
hexagonus, Argas persicus, A. reflexus, Ornithodoros erraticus, O. moubata moubata, O. m. porcinus y O. savignyi.
El término “homdlogo” también pretende incluir la secuencia equivalente de la proteina EV576 de especies de
mosquitos, incluyendo los géneros Culex, Anopheles y Aedes, particularmente Culex quinquefasciatus, Aedes
aegypti y Anopheles gambiae; especies de pulgas, tales como Ctenocephalides felis (la pulga del gato); tabanos;
moscas de arena; moscas negras; moscas del suefio; piojos; acaros; sanguijuelas y platelmintos. Se piensa que la
proteina EV576 natural se encuentra en O. moubata en otras tres formas de aproximadamente 18 kDa y el término
“homélogo” pretende incluir estas formas alternativas de EV576.

Los expertos en la materia conoceran procedimientos para la identificacion de homadlogos de la secuencia
de EV576 proporcionada en la Figura 2. Por ejemplo, pueden identificarse homélogos mediante la busqueda de
homologia de bases de datos de secuencias tanto publicas como privadas. De manera conveniente, pueden usarse
bases de datos disponibles publicamente, aunque seran igualmente Utiles las bases de datos privadas o las que se
encuentran disponibles en el mercado, particularmente si contienen datos no representados en las bases de datos
publicas. Las bases de datos principales son lugares donde se depositan los datos principales de las secuencias de
nucleétidos o de aminoacidos y pueden estar disponibles publica o comercialmente. Los ejemplos de bases de datos
principales disponibles publicamente incluyen la base de datos GenBank (http: //www.nchi.nlm.nih.gov/), la base de
datos EMBL (http://www.ebi.ac.uk/), la base de datos DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp/), la 5 base de datos de
proteinas SWISS-PROT (http://expasy.hcuge.ch/), las bases de datos PIR (http://pir.georgetown.edu/), TrEMBL
(http://lwww.ebi.ac.uk/), TIGR (véase http://www.tigr.org/tdb/index.html), la base de datos NRL-3D
(http://www.nbrfa.georgetown.edu), la Base de Datos de Proteinas (http://www.rcsb.org/pdb), la base de datos NRDB
(ftp://ncbi.nim.nih.gov/pub/nrdb/README), la base de datos OWL
(http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/dbbrowser/OWL/) 'y las bases de datos secundarias PROSITE
(http:/lexpasy.hcuge.ch/sprot/prosite.html), PRINTS (http:/fiupab.leeds.ac.uk/bmb5dp/prints.html), Profiles
(http://ulrec3.unil.ch/software/PFSCAN_form.html), Pfam (http://www.sanger.ac.uk/software/pfam), Identify
(http://dna.stanford.edu/identify/) y las bases de datos Blocks (http:// www.blocks.fhcrc.org). Los ejemplos de bases
de datos disponibles en el comercio o privadas incluyen PathoGenome (Genome Therapeutics Inc.) y PathoSeq
(Incyte Pharmaceuticals Inc.).

Tipicamente, se considera que una identidad mayor del 30% entre dos polipéptidos (preferentemente, sobre
una region especificada tal como el sitio activo) es una sefial de equivalencia funcional y por tanto una sefial de que
dos proteinas son homologas. Preferentemente, las proteinas que son homoélogas tienen un grado de identidad de
secuencia con la secuencia de la proteina EV576, identificada en la Figura 2, mayor del 60%. Los homologos mas
preferidos tienen grados de identidad mayores del 70%, 80%, 90%, 95%, 98% o0 99%, respectivamente con la
secuencia de la proteina EV576 proporcionada en la Figura 2. El porcentaje de identidad, contemplado en el
presente documento, se determina usando el programa BLAST, version 2.1.3, utilizando los parametros por defecto
especificados por el NCBI (Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) [matriz
Blosum 62; penalizacion por apertura de hueco=11 y penalizacion por extension de hueco=1].

Los homologos de la secuencia de la proteina EV576, proporcionada en la Figura 2, incluyen mutantes que

contienen sustituciones, inserciones o deleciones de aminoacidos de la secuencia de tipo silvestre, por ejemplo, de
1, 2, 3,4,5, 7, 10 o mas aminoacidos, siempre que dichos mutantes conserven la capacidad de unirse a C5. Por
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tanto, los mutantes incluyen proteinas que contienen sustituciones de aminoacidos conservativas que no afectan a la
funcién o actividad de la proteina de una manera adversa. Este término también pretende incluir variantes biolégicas
naturales (por ejemplo, variantes alélicas o variaciones geograficas dentro de especies a partir de las cuales derivan
las proteinas EV576). También pueden disefiarse mutantes con capacidad mejorada para unirse a C5 a través de
mutacion sistematica o dirigida de restos especificos en la secuencia de la proteina.

Los fragmentos de la proteina EV576 y los homologos de la proteina EV576 también estan abarcados por
el término "equivalentes funcionales" siempre que dichos fragmentos mantengan la capacidad de unirse a C5. Los
fragmentos pueden incluir, por ejemplo, polipéptidos derivados de la secuencia de la proteina EV576 que son
menores de 150 amino&cidos, menores de 125 aminoéacidos, menores de 100 aminoé&cidos, menores de 75
aminoacidos, menores de 50 aminoécidos, o incluso menores de 25 aminoacidos o menores, siempre que estos
fragmentos mantengan la capacidad de unirse con el complemento C5.

Como fragmentos de este tipo no solo se incluyen fragmentos de la proteina EV576 de O. moubata, que se
identifica explicitamente en el presente documento en la Figura 2, sino también fragmentos de homélogos de esta
proteina, como se ha descrito anteriormente. Tales fragmentos de homélogos poseeran tipicamente una identidad
mayor del 60% con fragmentos de la secuencia de la proteina EV576 proporcionada en la Figura 2, aunque
fragmentos mas preferidos de homologos presentaran grados de identidad mayores del 70%, 80%, 90%, 95%, 98%
0 99%, respectivamente con fragmentos de la secuencia de la proteina EV576 proporcionada en la Figura 2. Los
fragmentos con mejora pueden, por supuesto, disefiarse de manera razonable por mutacién sistematica o
fragmentacion de la secuencia de tipo silvestre seguido de ensayos de actividad apropiados. Los fragmentos pueden
presentar afinidad similar o mayor para C5 como EV576 y pueden tener el mismo valor, o mayor, de Clsg para C5.

Un equivalente funcional usado de acuerdo con la invencién puede ser una proteina de fusién, obtenida,
por ejemplo, clonando un polinucledtido que codifica la proteina EV576 en fase de lectura con respecto a las
secuencias codificantes para una secuencia de proteina heteréloga. Cuando en el presente documento se utiliza el
término “heterélogo”, pretende designar cualquier polipéptido que no sea la proteina EV576 o su equivalente
funcional. A continuacién se indican ejemplos de secuencias heterélogas, que pueden estar comprendidas en las
proteinas de fusion solubles tanto en el extremo N como en el extremo C: dominios extracelulares de proteinas
unidos a membrana, regiones constantes de inmunoglobulina (regién Fc), dominios de multimerizacién, dominios de
proteinas extracelulares, secuencias de sefial, secuencias exportadoras, 0 secuencias que permiten la purificacion
por cromatografia de afinidad. Muchas de estas secuencias heterdlogas se encuentran disponibles comercialmente
en plasmidos de expresion ya que estas secuencias normalmente se incluyen en las proteinas de fusion para
proporcionar propiedades adicionales sin deteriorar significativamente la actividad bioldgica especifica de la proteina
fusionada con éstas [15]. Son ejemplos de dichas propiedades adicionales, una vida media mas prolongada en los
liquidos corporales, la localizacién extracelular o un procedimiento de purificacion mas facil segun lo permitido por un
marcador tal como un marcador de histidina o de HA.

La proteina EV576 y sus equivalentes funcionales, pueden prepararse de manera recombinante mediante
la expresion en una célula huésped. Dichos procedimientos de expresién son bien conocidos por los expertos en la
técnica y se describen con detalle en [16] y [17]. Las formas recombinantes de la proteina EV576 y sus homologos o
fragmentos, son preferentemente formas no glicosiladas.

Las proteinas y fragmentos de la presente invencion también pueden prepararse usando técnicas
convencionales de quimica de proteinas. Por ejemplo, los fragmentos de proteina pueden prepararse por sintesis
guimica. Los procedimientos para la generacion de proteinas de fusién son convencionales en la técnica y seran
conocidos por el lector cualificado. Por ejemplo, en [16] o [18] pueden encontrarse la mayoria de las técnicas
generales de biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunoldgicas.

El sujeto al cual se administra el agente que se une a C5 en el procedimiento o uso de la invencion es
preferentemente un mamifero, preferentemente un ser humano. El sujeto al cual se administra el agente que se une
a C5 también puede padecer una enfermedad adicional con la que estén asociados los trastornos respiratorios,
como enfermedades sistémicas autoinmunes y del tejido conectivo como artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico, poliarteritis nodosa y esclerosis sistémica.

El agente se administra en una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz. La expresion “cantidad
terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad de agente que es necesaria para tratar o0 mejorar una enfermedad
diana. La expresion “cantidad profilacticamente eficaz”, como se usa en el presente documento, se refiere a la
cantidad de agente que es necesaria para prevenir una enfermedad diana.

Preferentemente, la dosis del agente es suficiente para unirse tanto como sea posible en funcion de la
cantidad de C5 que esté disponible en el sujeto, mas preferentemente, toda la cantidad de C5 disponible.
Preferentemente, la dosis administrada del agente es al menos dos veces la dosis molar necesaria para unir toda la
cantidad de C5 disponible en el sujeto. La dosis administrada del agente puede ser 2,5 veces, 3 veces 0 4 veces la
dosis molar necesaria para unir toda la cantidad de C5 disponible en el sujeto. Preferentemente, la dosis es de

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2545181 T3

0,0001 mg/kg (masa de farmaco en comparacion con la masa del paciente) a 20 mg/kg, preferentemente de 0,001
mg/kg a 10 mg/kg y mas preferentemente de 0,2 mg/kg a 2 mg/kg.

La frecuencia a la cual se requiere administrar la dosis dependera de la vida media del agente implicado.
Cuando el agente es la proteina EV576 o un equivalente funcional de la misma, la dosis puede administrarse como
una infusién continua, en dosis de bolo o diariamente, dos veces al dia o cada dos, tres, cuatro dias, cinco, seis,
siete, 10, 15 6 20 dias 0 mas.

La dosificacion exacta y la frecuencia de dosis también pueden depender del estado del paciente en el
momento de la administracion. Los factores que pueden tenerse en cuenta al determinar la dosificacion incluyen, la
gravedad de la patologia en el paciente, la salud general del paciente, la edad, peso, sexo, dieta, tiempo y frecuencia
de administraciéon, combinaciones de farmacos, sensibilidad de la reaccion y la tolerancia o la respuesta del paciente
a la terapia. La cantidad exacta puede determinarse por experimentacion rutinaria, pero en Ultima instancia puede
determinarse en funcién del criterio del médico tratante.

El agente se administrara generalmente como parte de un transportador farmacéuticamente aceptable. La
expresion “transportador farmacéuticamente aceptable”, como se usa en el presente documento, incluye genes,
polipéptidos, anticuerpos, liposomas, polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos y particulas virales
inactivas o incluso cualquier otro agente, siempre que el transportador no induzca de por si efectos de toxicidad u
ocasione la produccion de anticuerpos que sean dafiinos para el individuo que recibe la composicion farmacéutica.
Los transportadores farmacéuticamente aceptables también pueden contener liquidos tales como agua, solucion
salina, glicerol, etanol o sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias
tamponantes de pH y similares. El transportador farmacéutico empleado variara por tanto dependiendo de la via de
administracion. Los transportadores pueden permitir que las composiciones farmacéuticas se formulen en
comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, pastas, suspensiones para facilitar la toma por
parte del paciente. Un andlisis meticuloso sobre transportadores farmacéuticamente aceptables se encuentra
disponible en [19].

El agente puede administrarse mediante cualquier via de administracion conocida. El agente puede
administrarse por via nasal, por inhalacién, por ejemplo, usando un inhalador de dosis medida, nebulizador,
inhalador de polvo seco o inhalador nasal. El agente puede administrarse por una via parenteral (por ejemplo, por
inyeccion, por via subcutanea, intraperitoneal, intravenosa o intramuscular o puede administrarse en el espacio
intersticial de un tejido). Las composiciones también pueden administrarse en una lesion. Otros modos de
administracion incluyen la administracién oral y pulmonar, supositorios y aplicaciones transdérmicas o
transcutaneas, agujas e hipopulverizaciones.

El agente que se une a C5 puede administrarse solo o como parte de un régimen de tratamiento que
también implique la administracién de otros farmacos normalmente usados en el tratamiento de pacientes con
trastornos respiratorios. Por ejemplo, el agente puede administrarse en combinacién con la infusion de un
corticosteroide, agente inmunosupresor, agente citotoxico, agente anti-alérgico (por ejemplo antihistaminico),
molécula de unién a histamina y serotonina, antagonista de quimioquinas y citoquinas, antimicrobiano, antiparasitario
0 con tratamiento como hemodidlisis o plasmaféresis. Las combinaciones de tratamientos farmacol6gicos pueden
tener un efecto aditivo o sinérgico sobre el tratamiento de la enfermedad.

La invencion proporciona por lo tanto -(i) un agente que se une con C5, preferiblemente la proteina EV576 o
un equivalente funcional de la misma y (ii) uno o mas de un corticosteroide, agente inmunosupresor, agente
citotoxico, agente anti-alérgico (por ejemplo antihistaminico), molécula de unién a histamina y serotonina,
antagonistas de quimioquinas y citoquinas, antimicrobiano, antiparasitario para su uso en terapia.

La invencion también proporciona el uso de (i) un agente que se une con C5, preferiblemente la proteina
EV576 o un equivalente funcional de la misma y (ii) uno 0 mas de un corticosteroide, agente inmunosupresor, agente
citotéxico, agente anti-alérgico (por ejemplo antihistaminico), molécula de uni6én a histamina y serotonina,
antagonista de quimioquinas y citoquinas, antimicrobiano, antiparasitario en la fabricacion de un medicamento para
tratar trastornos respiratorios.

El agente que se une a C5 puede administrarse con el otro farmaco (o farmacos) de manera simultanea,
secuencial o por separado. Por ejemplo, el agente que se une a C5 puede administrarse antes o después de la
administracion del otro farmaco (o farmacos).

La invencidén por lo tanto proporciona el uso de un agente que se une a C5, preferiblemente la proteina
EV576 o un equivalente funcional de la misma, en la fabricacion de un medicamento para tratar un trastorno
respiratorio en un sujeto, en el que dicho sujeto ha sido pre-tratado con uno o mas de un corticosteroide, agente
inmunosupresor, agente citotéxico, agente anti-alérgico (por ejemplo antihistaminico), molécula de union a histamina
y serotonina, antagonista de quimioquinas y citoquinas, antimicrobiano, antiparasitario.
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La invencion también proporciona el uso de uno o0 mas de un corticosteroide, agente inmunosupresor,
agente citotoxico, agente anti-alérgico (por ejemplo antihistaminico), molécula de unién a histamina y serotonina,
antagonista de quimioquinas y citoquinas, antimicrobiano, antiparasitario en la fabricacion de un medicamento para
tratar un trastorno respiratorio en un sujeto en el que dicho sujeto ha sido pre-tratado con un agente que se une a
C5, preferiblemente la proteina EV576 o un equivalente funcional de la misma.

El agente que se une a C5 también puede administrarse como parte de un régimen de tratamiento que
también implica la administraciéon de otros farmacos concurrentemente usados en el tratamiento de otras
enfermedades con las que estan relacionados los trastornos respiratorios. El agente que se une a C5 puede
administrarse simultanea, secuencial o separadamente con el otro farmaco (o farmacos). Por ejemplo, el agente que
se une a C5 puede administrarse antes o después de la administracion del otro farmaco (o farmacos).

Varios aspectos de la realizaciones de la presente invencion se describiran ahora con méas detalle a modo
de ejemplo. Se apreciara que puede hacerse la modificacién del detalle sin salirse del ambito de la invencion.

Breve descripcion de las Figuras:

Figura 1: Diagrama esquematico de las vias clasica y alternativa de la activacion del complemento. Los
componentes enzimaticos se indican en color gris oscuro. Las anafilatoxinas se incluyen en estrellas
radiantes.

Figura 2 : Secuencia primaria de EV576. La secuencia de sefial se indica subrayada. Los restos de cisteina
se indican en negrita. En la parte derecha se indica el nimero de nucleétidos y de aminoéacidos.

Figura 3: Purificacién de EV576 a partir de extractos de glandulas salivales (EGS). A) Cromatografia de
intercambio anidnico. B) Ensayo hemolitico clasico de fracciones. C) SDS-PAGE reductora. D) RP-HPLC.

Figura 4 : Mecanismo de accion de EV576. A) Sin efecto sobre la produccion de C3a. B) Impide la produccion
de C5a. C) Se une directamente a C5.

Figura 5: EV576 recombinante. A) La EV576 recombinante (rEV576) inhibe el complemento de manera tan
eficaz como la proteina EV576 natural. B) Estructura de EV576.

Figura 6: Efecto de rEV576 en un modelo de asma agudo. A) niveles de PenH en ratones después del
tratamiento con metacolina. B) Recuentos de células diferenciales de fluido de lavado broncoalveolar (BAL)
después de la induccion de PenH.

Figura 7 : Efecto de la rEV576 en el modelo de complejo inmune pulmonar. A) la rEV576 reduce la pérdida
vascular en alveolitis del complejo inmune. B) la rEV576 inhibe el reclutamiento de neutrdéfilos en el fluido de
lavado broncoalveolar (BAL) y pulmén en alveolitis del complejo inmune. C) secciones de tejido pulmonar
demuestran que la rEV576 previene el reclutamiento de neutréfilos que esta inducido en el tejido pulmonar
por la alveolitis del complejo inmune.

Ejemplos

1. Mecanismo de accién y concentracion inhibidora

La proteina EV576 se purifico a partir de extractos de glandulas salivares de la garrapata blanda
Orthinodoros moubata por SDS-PAGE y RP-HPLC de fracciones de extractos de glandulas salivares que se observé
que contenian actividad inhibidora del complemento mediante ensayos hemoliticos clasicos (Figura 3) como se
desvela en [20].

La proteina EV576 inhibe las vias tanto clasica como alternativa de seres humanos y cobayas. En la rata no
tiene efecto sobre la produccion de C3a (Figura 4A) pero impide la escision de C5a a partir de C5 (Figura 4B).

La capacidad de EV576 para inhibir las vias tanto clasica como alternativa del complemento se debe a la
unioén de la molécula al complemento C5, el precursor de C5a y C5b — 9. La proteina EV576 se une directamente a
C5 (Figura 4C) con un valor de Clsg de = 0,02 mg/ml. EI mecanismo de unién exacto y las funciones accesorias (si
hubiere) desempefiadas por factores séricos se estan investigando.

La proteina EV576 recombinante (rEV576) con sitios de glicosilacion eliminados (que por otro lado estan
glicosiladosen el sistema de expresion de levaduras) es tan activa como la proteina natural no glicosilada (Figura
5A).

La estructura de EV576 confirma que es un miembro lejano de la familia de las lipocalinas (Figura 5B), que
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tiene una identidad del 46% con la moubatina, un inhibidor de la agregaciéon plaquetaria de O. moubata. Las
lipocalinas son un extenso grupo de proteinas de garrapatas blandas cuyas funciones, con raras excepciones, se
desconocen.

2. Efecto de la EV576 en un modelo de ratén de plasma

Se comparo la respuesta a la rEV576 a tres concentraciones diferentes, en ratones OVA-sensibilizados y
desafiados con controles tratados con Budesonida y sin sensibilizar/sin desafiar.

Se agruparon ratones Balb/c hembra de 5-8 semanas de edad como se muestra en la tabla siguiente:

Grupos de Tratamiento
(n=8)
A Sin sensibilizar/desafiado/sin tratar
B Sensibilizado/desafiado/sin tratar
C Sensibilizado/desafiado/tratado rEV576 a400uapor ratén por dia(20ma/ka)
D Sensibilizado/desafiado/tratado rEV576 a400uapor ratén por dia (2ma/ka)
E Sensibilizado/desafiado/tratado rEV576 a400uapor ratén por dia (0.2ma/ka)
E Sensibilizado/desafiado/tratado budesonida 1ma en PBS

Los ratones en los grupos B-F se sensibilizaron a OVA por inyeccién intraperitoneal con 10 ug en 200 pl de
OVA en alumbre en el dia 0 y el dia 14. Todos los animales fueron entonces desafiados por exposicién a aerosol a
un 5% de OVA en DW durante 20 minutos diariamente desde el dia 18-23. Ademas a los ratones en los grupos C-F
se les dio tratamientos de rEV576 por aerosolizaciéon en los dias 21-24, 1 hora antes del desafio OVA. en la
finalizacion (dia 24) todos los animales se expusieron a concentraciones aumentadas de metacolina de desde 3,125
mg/ml a 50 mg/ml en PBS en una prueba de desafio de metacolina. Se recogieron los fluidos BAL para la
preparacion de citocentrifugados para el andlisis de células inflamatorias de infiltracion.

La hiperreactividad de las vias respiratorias se evalué usando prnH (ver http://www.buxco.com/Response%
20Standard.pdf). El algoritmo para Penh se deriva de experimentos de pletismografia de cuerpo completo y compara
la amplitud media de la parte temprana de la fase espiratoria con la amplitud media de la parte tardia de la fase
espiratoria; y la amplitud del pico de la fase espiratoria con la amplitud del pico de la fase inspiratoria.

Las respuestas de PenH muestran claramente que la sensibilizacion con OVA/alumbre seguido por
exposiciéon a OVA en aerosol resulté en hiperreactividad de las vias respiratorias; los valores de penH se elevaron a
niveles mas altos en el Grupo B cuando se compara con el Grupo A. El tratamiento con Budesonida (Grupo F) redujo
la respuesta de penH marcadamente con valores medios cayendo por debajo de los vistos en ratones desafiados
con aerosol, sin sensibilizar (Grupo A). De manera similar, el tratamiento con rE576 redujo los valores de penH a
niveles de fondo o incluso ligeramente por debajo de fondo. Incluso la dosis méas baja de rEV576 usada redujo el
penH completamente (Figura 6A).

También se evalu6 la infiltracion de células pulmonares en el fluido de lavado fluido de lavado
broncoalveolar (BAL). Como se esperaba, la sensibilizacion llevé a un aumento marcado en los numeros de células
en el BAL y el tipo de célula dominante presente fue eosindéfilos. También hubo un ligero aumento en el nimero de
neutrofilos y linfocitos presentes en el BAL de animales sensibilizados en comparacién con los que fueron
desafiados con aerosol solamente. El tratamiento con Budesonida redujo el nimero de eosindéfilos, neutrofilos y
linfocitos en el BAL en comparacion con el grupo sin tratar (B). La disminucién en los nimeros de eosindfilos fue
menor que la vista en experimentos similares. El tratamiento con rEV576 redujo la infiltracion de eosinoéfilos y
neutréfilos al menos tan bien como la budesonida, con una diferencia clara en los niimeros eosinéfilos siendo
evidente en comparacién con ratones sin tratar a todos los niveles de dosis probados. Todos los tratados se
asociaron con un ligero aumento en los nimeros de monocitos en el BAL. El nimero de monacitos fue bajo y estas
diferencias son improbable que sean significativas (no se hicieron estadisticas formales) (Figura 6B).

Por lo tanto la rEV576 fue potente en la modulacién del asma agudo en el modelo OVA. Redujo la
hiperreactividad de las vias respiratorias a niveles de fondo en todas las dosis probadas, y fue capaz de reducir la
infiltracion celular en el pulmén. El efecto de los nimeros de eosindfilos en el pulmén fue menos marcado que el
efecto en penH, sugiriendo que sus efectos eran al menos parcialmente independientes de cualquier capacidad de
controlar los procesos celulares subyacentes de la reactividad de las vias respiratorias.

3. Efecto de la EV576 en alveolitis inducida del compl __ejo inmune en el pulmén
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Para investigar el efecto de la rEV576 en alveolitis del complejo inmune, ratones macho C57/BL6, de
alrededor de 8 semanas y con un peso corporal de alrededor de 25 g, se inyectaron intravenosamente con 300 pg
de Ova que contenia un 0,3% de azul de Evans (EB) junto con 0, 50 o 250 pg de rEV573. Inmediatamente después,
se aplicaron 150 pg de anticuerpo anti-Ova intranasalmente para cada ratén. $ horas después de la administracion
del anticuerpo, se mataron los ratones, y los pulmones fueron perfundidos con una solucién isoténica, se realiz6 el
BAL usando Diff-Quick [21]. Los experimentos se realizaron dos veces con grupos de 4 animales cada.

Se investigaron la pérdida vascular, el reclutamiento de neutréfilos en el espacio broncoalveolar (BAL), la
actividad de mieloperoxidasa (MPO) en el pulmén y la inflamacién en las secciones histolégicas.

Como un control positivo se us6 un inhibidor de p38 MAPK, para el que se ha mostrado la inhibicién de la
pérdida vascular inducida por LPS [21]. El inhibidor de p38 MAPK evito el desarrollo de la alveolitis inducida del
complejo inmune y el reclutamiento de neutréfilos cuando se dio intranasalmente y parcialmente cuando se dio
manera intravenosa.

La rEV576 reduce la pérdida vascular en alveolitis del complejo inmune

La formacion de complejos inmunes y su depdsito local induce una respuesta inflamatoria aguda. La
pérdida vascular se determiné midiendo el azul de Evans perdido al espacio broncoalveolar (BAL). El BAL se privo
de células por centrifugacion, y la absorcion se midié usando un lector de placas ELISA a OD 610 nm.

La REV576 dada a 50 y 250 pg por la via intravenosa inhibio la pérdida capilar inducida del complejo
inmune en el fluido del BAL. el inhibidor de MAPK fue igualmente efectivo a 50 ug (Figura 7a).

La rEV576 inhibe el reclutamiento de neutrdfilos en el BAL y el pulmén sobre la alveolitis del complejo inmune

El reclutamiento de neutréfilos inducido del complejo inmune en el BAL se inhibié por la rEV576 dada a 50
Mg (p<0,05, n=4) y a 250 pg por via intravenosa. El inhibidor de MAPK no tuvo efecto significativo a 50 pg (datos no
mostrados).

Se evalud la actividad del ensayo de mieloperoxidasa (MPO) en el tejido pulmonar como se describe por
Lefort y colaboradores [22]. En resumen, se homogeniz6 el pulmén congelado durante 30 segundos en 1 ml PBS en
hielo frio con un mezclador polytron. El extracto se centrifugé (10000 x g, 10 min a 4° C), y se deseché el
sobrenadante. El pellet se resuspendié en 1 ml de PBS-HTAB-EDTA (PBS que contiene 0,5% de HTAB (bromuro de
hexadecil-trimetil amonio) y 1 mM de EDTA), se homogeniz6 durante 30 segundos y se centrifugd. Se colocaron 100
pl del sobrenadante en un tubo, junto con 2 ml de solucién salina equilibrada de Hanks (HBSS, w/Ca®* y Mg2+), 200
pl de PBS-HTAB-EDTA, 100 pul de o-dianosidina (1,25 mg/ml de H20) y 100 pl de H2O,. Después de 15 minutos de
incubacién a 37° C bajo agitacion la reaccion se par6 por la transferencia en hielo y la adicion de 100 pl de NaN3
(1%). La actividad de MPO se cuantificé como absorbancia a 460 nm.

El reclutamiento de neutréfilos en el pulmon, fue inhibido dependientemente de la dosis por EV576 dada de
manera intravenosa en el momento de la reaccion del complejo inmune (50 y 250 pg), como se evalud por las
mediciones de MPO en el homogeneizado de tejido pulmonar. El inhibidor de MAPK fue igualmente efectivo a 50 pg
(Figura 7B).

Histologia pulmonar

El reclutamiento de neutréfilos inducido del complejo inmune en el tejido pulmonar se investigo
adicionalmente en secciones de tejido pulmonar. Después del lavado broncoalveolar, el pulmén se extirp6 (4 horas
después de la administracion anti-Ova) y se fij6 en un 4- de formaldehido tamponado para andlisis microscépico
estandar usando H&E. El infiltrado peribronquial se evalué como una puntuacién semi-cuantitativa (0-3) por dos
observadores independientes.

La rEV576 dada a 50ug por la via intravenosa y el inhibidor de MAPK evitaron el reclutamiento de
neutréfilos, hemorragia y edema en el pulmén (Figurea 7C).

Estos datos demuestran que la rEV576, administrada de forma intravenosa, es un potente inhibidor de la
pérdida capilar, reclutamiento de neutréfilos y hemorragia, en el tejido pulmonar y el BAL, inducida por lesién
pulmonar del complejo inmune.
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Reivindicaciones

1. Un agente que se une al complemento C5 para su uso en el tratamiento o prevencién de un trastorno respiratorio,
en el que el agente que se une al complemento C5 es una proteina que comprende o consiste de los aminoacidos
19 a 168 de la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 2 o es un homodlogo o fragmento de la misma que
mantiene su capacidad para unirse a C5.

2. El agente para el uso de la reivindicacion 1 en el que el agente actlia para impedir la escision de complemento
C5, mediante la C5 convertasa, en el complemento C5ay en el complemento C5b-9.

3. El agente para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1- 2, en el que el agente se une a C5 con un valor de
Clso menor de 0,2 mg/ml.

4. El agente de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el agente deriva de un artrépodo
hematéfago.

5. El agente para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que el agente que se une a C5 es una
proteina que comprende o consiste de una secuencia de aminoacidos con mas del 60% de identidad con la
secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO:2.

6. El agente para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que el agente que se une a C5 es una
proteina que comprende o consiste de los aminoéacidos 1 a 168 de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:2
0 su equivalente funcional de esta proteina.

7. El agente para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que el agente se administra como una
molécula de acidos nucleicos que codifica una proteina como se enumera en cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

8. El agente para el uso de la reivindicacion 7 en el que la molécula de acidos nucleicos comprende o consiste de las
bases 55 a 507 de la secuencia de nucleétidos en la SEQ ID NO: 1.

9. El agente para el uso de la reivindicacion 8 en el que la molécula de acidos nucleicos comprende o consiste de las
bases 1 a 507 de la secuencia de nucleétidos en la SEQ ID NO: 1

10. El agente para el uso de las reivindicaciones 1 a 9 en el que el sujeto a ser tratado es un mamifero,
preferiblemente un humano.

11. El agente para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en el que el agente se administra en una dosis
suficiente para unirse lo maximo posible al C5 disponible en el sujeto, mas preferiblemente, a todo el C5 disponible.

12. El agente para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en el que el agente que se une a C5 se
administra como parte del régimen de tratamiento que también implica la administracion de un farmaco adicional
para el tratamiento de trastornos respiratorios.

13. El agente para el uso de la reivindicacién 12 en el que el farmaco adicional se selecciona de uno o mas del grupo
consistente de un esteroide como beclometasona, budesonida y fluticasona, un beta agonista como salbutamol y
terbutalina, un agente anticolinérgico como ipratropio y oxitropio, agente inmunosupresor, agente citotoxico, agente
anti-alérgico (por ejemplo, antihistaminico), molécula de unién a histamina y serotonina, antagonista de
gquimioquinas y citoquinas, un antimicrobiano, o un agente antiparasitario.

14. El agente para el uso de la reivindicacién 12 o la reivindicacion 13 en el que el agente que se une a C5 se
administra simultanea, secuencial o separadamente con el uno o mas farmacos adicionales.

15. El agente para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 en el que el trastorno respiratorio se
selecciona del grupo consistente de asma, EPOC, alveolitis del complejo inmune; asma, rinitis, alveolitis o
enfermedad pulmonar fibrética difusa causada por la exposicion a los farmacos y agentes quimicos sistémicos o
inhalados; dafio pulmonar fisico; neumonitis por aspiraciéon; neumonia lipoidea; dafio pulmonar asociado con el
trasplante de dérganos; alveolitis fibrosante criptogénica; granulomatosis alérgica; granulomatosis de Wegener;
bronqueolitis obliterante; fibrosis pulmonar intersticial; fibrosis quistica; manifestaciones respiratorias de
enfermedades autoinmunes y del tejido conectivo; sindrome de Goodpasture; proteinosis alveolar pulmonar;
hemosiderosis pulmonar idiopatica; histiocitosis X; infiltracién pulmonar con eosincfilia o linfangioleiomiomatosis.

16. El agente para el uso de acuerdo con la reivindicacion 15 en el que:

a) el asma es severo y asma resistente a los esteroides;
b) la alveolitis del complejo inmune es la provocada por la exposicion a polvos organicos, mohos, alérgenos

14
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en el aire, polvo mineral o productos quimicos, incluyendo pulmén de agricultor, pulmén de criador de
palomas o pajaros, fiebre de granero, pulmén de molinero, pulmén del trabajador metallrgico, fiebre del
humidificador, silicosis, neumoconiosis, asbestosis, bisinosis, beriliosis 0 mesotelioma;

c) el asma, rinitis, alveolitis o enfermedad pulmonar fibrética difusa esta provocada por la exposicién a
bleomicina, mitomicina, penicilinas, sulfonamidas, cefalosporinas, aspirina, AINES, tartrazina, inhibidores de
la ECA, medios de contraste que contienen yodo, farmacos B blogueantes no selectivos, suxametonio,
hexametonio, tiopentona, amiodarona, nitrofurantoina, paraquat, oxigeno, agentes citotdxicos, tetraciclinas,
fenitoina, carbamazepina, clorpropamida, hidralazina, procainamida, isoniazida, acido p-aminosalicilico;

d) el dafio pulmonar fisico es lesion por aplastamiento, inhalacién de humo y gases calientes, lesiones por
explosion o lesiones por radiaciéon

e) el dafio pulmonar esta asociado con trasplante cardiaco, trasplante de pulmén o trasplante de médula ésea
f) las manifestaciones respiratorias de enfermedades autoinmunes y del tejido conectivo incluyen enfermedad
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerosis sistémica, poliarteritis nodosa, polimiositis,
dermatomiositis, sindrome de Sjogren, espondilitis anquilosante o sindrome de Caplan; o

g) la infiltracion pulmonar con eosinofilia es eosinofilia pulmonar sencilla, eosinofilia pulmonar prolongada,
eosinofilia broncopulmonar asmatica, aspergilosis broncopulmonar alérgica, aspergiloma, aspergilosis
invasiva, eosinofilia pulmonar tropical, sindrome hipereosinofilico o infestacién parasitaria.

17. El agente para el uso de acuerdo con la reivindicacidon 15 en el que el trastorno respiratorios se selecciona del
grupo consistente de asma, y EPOC (enfermedad pulmonar obstructiva crénica).
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FIG. 3A

Cromatografia de intércambio anidnico
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FIG. 4B
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FIG. 4C

Se une directamente a C5

EV576 y el control (RaHBP2)
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FIG. 5B

Estructura

La EV576 es un miembro lejano de la familia de las lipocalinas. Tieneun 46% de
identidad aa con la moubatina, un inhibidor de la agregacion de plaquetas de O.
moubata
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FIG. 6B

Recuentos Celulares Diferenciales de BAL
después de la induccion de PenH
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FIG. 7A
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