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DESCRIPCION
Anticuerpos contra hemopexina o fragmentos de los mismos para uso en el tratamiento de enfermedades oculares

La presente invencion se refiere al campo de estrategias médicas para enfermedades oculares que pueden producir
una ceguera parcial o total. La invencion proporciona herramientas utiles a aplicar en medicina, incluyendo
anticuerpos o fragmentos de los mismos.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Hay varias enfermedades que afectan a la retina (enfermedades de la retina) incluyendo la degeneracion macular
relacionada con la edad, retinitis pigmentosa, retinopatia diabética, edema macular y otras degeneraciones de la
retina hereditarias, uveitis, desprendimiento de retina y canceres de ojo. La retina es la parte del ojo sensible a la
luz, y es un tejido complejo que contiene células fotorreceptoras especializadas, los conos y los bastones. Los
fotorreceptores estan conectados a una red de células nerviosas para el procesamiento local de la informacion
visual, que se envia al cerebro para obtener una imagen visual. Los bastones se localizan principalmente lejos del
centro del ojo, en la periferia de la retina. La mayor concentracion de conos se encuentra en el centro de la retina, la
macula, que es necesaria para la agudeza visual.

Debajo de la retina esta localizada la coroides. El epitelio pigmentario retiniano (EPR) es una monocapa de células
pigmentadas situada entre la neuroretina y la coroides. El EPR es la capa celular pigmentada justo por fuera de la
retina neurosensorial que nutre a las células visuales de la retina. Las células del EPR se proyectan, soportan y
alimentan a la retina sensible a la luz. La disfuncion, alteracion y/o pérdida de estas células del EPR juega un papel
critico en el desarrollo de la pérdida de vision. De esta manera, las células del EPR con frecuencia son las primeras
células en degenerar o sufrir lesiones como resultado de un acontecimiento o situacién de traumatismo.

Otra estructura del ojo que tiene gran importancia en muchas de las enfermedades que cursan con disfuncion de la
retina es la barrera sangre-retina (BRB, por sus siglas en inglés), también denominada barrera hemato-retiniana
(BHR). La BHR esta constituida por la barrera sangre-retina interna y la barrera sangre-retina externa. La barrera
sangre-retina interna esta formada por las uniones estrechas de las células endoteliales. La barrera sangre-retina
externa es constituida por el EPR, cuyas células también estan conectadas por uniones estrechas de las células
endoteliales. Las uniones estrechas entre las células del EPR son esenciales para controlar el transporte de liquido y
compuestos solubles a través de la BHR, asi como de evitar la entrada de cualquier toxico a la retina.

Por lo tanto, el EPR es un componente clave de la barrera sangre-retina externa para asegurar la integridad de la
retina. Las dos enfermedades de la retina mas frecuentes debidas a una disfuncidon de la BHR externa y que por
tanto resultan en edema retinal son el edema macular diabético y la degeneracién macular asociada a la edad.
Ademas, también ocurre una alteracion de la BHR en una amplia variedad de situaciones del ojo, tal como en la
uveitis, en traumas, en cirugia intraocular, en retinopatias vasculares, en distrofias hereditarias, etc. (Cunha-Vaz et
al., “The Blood—Retinal Barrier in Retinal Disease”, European Ophthalmic Review -2009, Vol. No. 3, pp.:105-108)

Se han realizado varias estrategias para identificar las causas de muchas de las enfermedades retinianas
relacionadas con la disfuncién de la retina. Una de ellas se basa en los resultados del analisis protedémico del humor
vitreo. El humor vitreo es el gel transparente que rellena el espacio entre el cristalino y la retina del globo ocular de
seres humanos y otros vertebrados. Con frecuencia se denomina cuerpo vitreo o simplemente “vitreo”.

El analisis protedmico por electroforesis diferencial en gel del vitreo se ha aplicado para la caracterizacion del
proteoma en retinopatia diabética proliferativa y en otras patologias oculares tales como el edema macular diabético.
Se encuentran ejemplos de esto en Ramirez et al., “Proteomic Analysis of Human Vitreous Fluid by DIGE: a New
Strategy for Identifying Potential Candidates in the Pathogenesis of Proliferative Diabetic Retinopathy”, Diabetologia
2007, Vol. 50, pag.:1294-1303; en Gao et al., "Characterization of Vitreous Proteome in Diabetes without Diabetic
Retinopathy and Diabetes with Proliferative Diabetic Retinopahty", Journal of Proteome Research - 2008, vol. 7, pag.
2516-2525; y en Hernandez et al. “New pathogenic candidates for diabetic macular edema detected by proteomic
analysis”, Diabetes Care 2010; 33:€92.

Actualmente, la mayoria de los tratamientos de las enfermedades que afectan a la retina se ponen en practica en
fases avanzadas de la enfermedad en lugar de para detener o prevenir su desarrollo. De esta manera, en el caso
particular del edema macular o en algunas retinopatias (retinopatia diabética proliferativa o no proliferativa), el
tratamiento normalmente se basa en fotocoagulacién con laser, vitrectomia e inyecciones intravitreas de
corticosteroides. Todos estos tratamientos se realizan en fases tardias de estas enfermedades, es decir, no hay
tratamientos prematuros eficaces.
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Ademas, implican muchos efectos secundarios (dolor, inflamacion, hemorragia, etc.) y ademas se observa una alta
tasa de fracasos.

Es digno de mencion que todas estas enfermedades tienen un gran impacto, no solo porque conducen a ceguera o
a una alteracion de la vision que impide a las personas desarrollar una vida normal (trabajar, caminar, conducir, etc.),
sino también porque generalmente estan asociadas con trastornos altamente extendidos, tales como diabetes
mellitus (en particular de tipo 2) y degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE) . La relacion con
trastornos muy extendidos hace a su vez que todos estos trastornos de la retina de presencia comun en la sociedad,
representen un desafio para las instituciones sanitarias.

Otras estrategias terapéuticas se basan en la inyeccion de compuestos capaces de bloquear el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), tales como el anticuerpo Ranibizumab (nombre comercial Lucentis), que se ha aprobado
para tratar la degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE) de tipo “himedo” (también conocida como
exudativa o neovascular), una forma comun de pérdida de vision relacionada con la edad. El anticuerpo se inyecta
por via intravitrea una vez al mes. Los efectos secundarios mas comunes asociados con este tratamiento en los
ensayos clinicos eran hemorragia conjuntival, dolor ocular, cuerpos vitreos flotantes, aumento de la presion
intraocular e inflamacion intraocular.

De esta manera, existe la necesidad de estrategias terapéuticas adicionales para enfrentarse a todas las
enfermedades que las que esta afectada la retina, en particular las enfermedades en las que estan comprometidos
el EPR y la BHR.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Al enfrentarse con el problema de encontrar estrategias terapéuticas adicionales para tratar enfermedades que
afectan a la retina, o enfermedades retinianas, los inventores proporcionan un nuevo método basado en la inhibicién
de un compuesto clave implicado en estas patologias, la hemopexina.

De esta manera, en un primer aspecto, la invencion se refiere a un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une
especificamente a hemopexina para uso en el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad de la retina que cursa
con disfuncion de la barrera sangre-retina externa, siendo la disfuncion una alteracion o afectacion de la barrera
sangre-retina debida a cualquier etiologia, donde la enfermedad de la retina se selecciona del grupo que consiste en
degeneracion macular relacionada con la edad, edema macular, retinitis pigmentosa y retinopatia diabética.Se
describe un método para tratar y/o prevenir enfermedades de la retina en las que existe disfuncién (o lo que es lo
mismo, que cursan con disfuncién) de la barrera sangre-retina externa, siendo la disfuncién una alteracion o
afectacion de la barrera sangre-retina debida a cualquier etiologia, donde la enfermedad de la retina se selecciona
del grupo que consiste en degeneracion macular relacionada con la edad, edema macular, retinitis pigmentosa y
retinopatia diabética, comprendiendo el método administrar al sujeto que lo necesita un anticuerpo o un fragmento
del mismo que se une especificamente a hemopexina. Este aspecto puede formularse, como alternativa, como el
uso de un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente a hemopexina para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad de la retina en la que existe disfuncion (o que
cursa con disfuncion) de la barrera sangre-retina externa, siendo la disfuncion una alteracion o afectacion de la
barrera sangre-retina debida a cualquier etiologia, donde la enfermedad de la retina se selecciona del grupo que
consiste en degeneracion macular relacionada con la edad, edema macular, retinitis pigmentosa y retinopatia
diabética .

La hemopexina (HPX), también conocida como beta-1B-glicoproteina, es una proteina que en los seres humanos se
codifica por el gen HPX y pertenece a la familia de proteinas hemopexina. El gen HPX humano esta localizado en el
cromosoma 11 y corresponde al numero de entrada del GenBank 3263. La proteina humana traducida tiene 462
aminoacidos y corresponde a la SEQ ID N°: 1, también identificada como P02790, Versién 2 de 1 de octubre de
1996 de UniProt/SwissProt.

La hemopexina se une al grupo hemo con una afinidad mayor que la de cualquier proteina conocida. Su funcion
fisioldgica es retirar el grupo hemo liberado o perdido por la renovacién de proteinas hemo tales como hemoglobina
y, por lo tanto, protege al cuerpo de las lesiones oxidativas que podria causar el grupo hemo libre. Ademas, la
hemopexina libera su ligando unido para la internalizacion tras la interaccion con un receptor especifico situado en la
superficie de las células hepaticas. Esta funcion de la hemopexina es conservar el hierro corporal. La hemopexina se
sintetiza basicamente en el higado, pero existen indicios de sintesis en el cerebro y la retina.

En el estado de la técnica, la hemopexina se ha usado como biomarcador de insuficiencia cardiaca aguda como se
indica en el documento WO 2008087049, como biomarcador de nefropatia diabética, de acuerdo con los
documentos KR 100792630 y WO 2008141285, y como biomarcador de ensayos de terapia en leucemia de acuerdo
con el documento JP 2002220349.
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Sorprendentemente, y como se ilustrara en los ejemplos proporcionados mas adelante, la hemopexina puede
romper el EPR. Basandose en este hecho, en el presente documento se proporcionan anticuerpos o fragmentos de
los mismos que pueden unirse especificamente a varios epitopos de hemopexina, y que pueden bloquear la
interaccion de la hemopexina con su receptor situado en la retina. Todos estos anticuerpos previenen la alteracion
del EPR, o permiten la restitucion del EPR alterado que forma parte de la barrera sangre-retina externa.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 es una imagen de immunofluorescencia que muestra la proteina ZO-1 de union estrecha (lineas grises
entre las células) tomada por microscopia confocal de una monocapa de células ARPE-19. Los nucleos (tincion
DAPI; mostrados como agregados principalmente esféricos) se aprecian como aglomerados de color gris claro
(originalmente azul cuando se visualizan en el microscopio). C significa control; HPX significa monocapa de células
después del tratamiento con hemopexina; HPX+Ab D17 significa tratamiento con hemopexina y anticuerpo de cabra
anti-hemopexina humana adicional; HX+Ab H-300 significa tratamiento con hemopexina y anticuerpo de conejo anti-
hemopexina humana adicional; y HX+Ab 013 significa tratamiento con hemopexina y anticuerpo de ratén anti-
hemopexina humana adicional.

La FIG. 2 es un diagrama de barras que muestra la permeabilidad al dextrano de células ARPE-19 con diferentes
condiciones externas. Las abreviaturas significan lo mismo que en la FIG. 1. 3M y 180M significa 3 minutos y 180
minutos, respectivamente.

EXPLICACION DETALLADA DE LA INVENCION
Las siguientes definiciones se incluyen para facilitar la comprensién de la invencion.

En el contexto de la presente invencién, se entiende que “epitopo” la parte de una macromolécula de tipo peptidico
(o de un antigeno), cuya secuencia y/o configuracion espacial es reconocida por el sistema inmune (anticuerpos,
células T, células B).

Un “fragmento de un anticuerpo” se refiere a una parte del anticuerpo que tiene un tamafio suficiente y una
estructura apropiada para unirse a un epitopo presente en la hemopexina. Los ejemplos de fragmentos incluyen
F(ab), F(ab’) y Fv.

La expresion “enfermedad de la retina” significa cualquier enfermedad en la que esta afectada la retina debido a
etiologias multiples y variables.

Una enfermedad de la retina “que cursa con disfuncion de la barrera sangre-retina externa” o “en la que hay una
disfuncion de la barrera sangre-retina externa” incluye todas las enfermedades de la retina en las que la barrera
sangre-retina externa esta alterada o afectada por cualquier etiologia (Cunha-Vaz et al. “Blood-retinal barrier” Eur J
Ophthalmol-2010, Vol. N° 21(S6), pag.:3-9). Estas enfermedades de la retina pueden ser debidas a una afectacion
de la barrera sangre-retina externa y por tanto resultar en un edema retiniano. De hecho, la disfuncion (alteracion o
afectacion) de la barrera sangre-retina externa conduce a un incremento de la permeabilidad de esta barrera. En
una realizacion preferida, la enfermedad de la retina que cursa con disfuncion de la barrera sangre-retina externa, o
lo que es lo mismo, la enfermedad de la retina debida a una afectacién de la barrera sangre-retina externa que
resulta en edema retiniano, se selecciona del grupo que consiste en degeneracion macular relacionada con la edad,
edema macular, retinitis pigmentosa y retinopatia diabética. Todas estas enfermedades comparten como
caracteristica comun que la barrera sangre-retina externa, particularmente la capa constituida por el EPR, esta
alterada por varias causas. Esta situacion patolégica conduce a anomalias en la visidon, que se perciben como
manchas oscuras, ausencia de claridad, vision afectada o ausencia de vision.

Por tanto, la invencion se refiere a un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a hemopexina
para uso en el tratamiento y/o prevencion de enfermedades de la retina.

Se produce edema macular cuando se recogen depoésitos de liquido y proteinas encima o debajo de la macula del
ojo (un area central amarilla de la retina) y hace que se espese y se hinche. Esto generalmente se debe a la
alteracion de la BHR. La inflamacién puede distorsionar la visién central de una persona, ya que la macula esta
cerca del centro de la retina en la parte posterior del globo ocular. Esta area contiene conos fuertemente
empaquetados que proporcionan una vision central aguda y clara para permitir que una persona vea detalles, formas
y colores que estan directamente en la direccion de la mirada. El edema macular se clasifica como edema macular
cistoideo (EMC) o edema macular difuso.
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La retinopatia diabética (RD) sigue siendo la causa principal de ceguera entre los individuos en edad laboral en los
paises desarrollados. Aunque la retinopatia diabética proliferativa (RDP) es la lesién amenazadora de la vista mas
comun en la diabetes de tipo 1, el edema macular diabético (EMD) es la causa principal de pérdida de agudeza
visual en la diabetes de tipo 2. Debido a la alta prevalencia de diabetes de tipo 2, el EMD es la causa principal de
deterioro visual en pacientes diabéticos. En un estudio basado en una gran poblacién, la incidencia de EMD durante
un periodo de 10 afios fue del 20 % en pacientes con diabetes de tipo 1, mientras que esta tasa fue del casi el 40 %
en pacientes con diabetes de tipo 2 (Tong et al., “Association of macular involvement with proliferative retinopathy in
Type 2 diabetes”, Diabet Med-2001, Vol. N° 18, pag.:388-94). Ademas, el EMD esta presente casi invariablemente
cuando se detecta RDP en los pacientes diabéticos de tipo 2. La neovascularizacion debida a hipoxia severa es
rasgo caracteristico de la RDP, mientras que la fuga vascular debida a la ruptura de la BHR es el acontecimiento
principal implicado en la patogénesis de la EMD.

La degeneracion macular relacionada con la edad (DMRE) es una situacion médica que normalmente afecta a los
adultos de edad avanzada y produce una pérdida de vision en el centro del campo visual (la macula) debido a las
lesiones de la retina. La degeneracion macular puede hacer que sea dificil o imposible leer o reconocer caras,
aunque se conserva una vision periférica suficiente para permitir otras actividades de la vida diaria. La causa
principal de pérdida visual entre las personas de edad avanzada es la degeneracién macular, de la que aparecen
signos después de los 50 afios. Como se documenta en el mundo occidental, es la causa principal de pérdida visual
permanente con una prevalencia del 8,5% en personas de menos de 54 afios edad y del 37% en personas de mas
de 75 afios de edad. La DMRE se produce con degeneracion de la macula, que es la parte de la retina responsable
de la vision central aguda necesaria para leer o conducir. Se diagnostica como seca (no neovascular) o humeda
(neovascular). Neovascular se refiere al crecimiento de nuevos vasos sanguineos en la macula, donde se supone
que no deberian estar. La forma seca es mas comun que la humeda, con aproximadamente un 85-90 % de los
pacientes diagnosticados. La forma humeda de la enfermedad normalmente conduce a una pérdida de visién mas
grave.

La retinitis pigmentosa (RP) designa un grupo de enfermedades hereditarias que afectan a la retina y se caracterizan
por una destruccion gradual de los bastones y los conos, dando como resultado una pérdida progresiva de vision y,
posiblemente, ceguera. Normalmente, los bastones son los primeros en degenerar, causando ceguera nocturna y
visiéon de “tunel”. En algunos casos puede aparecer una pérdida de vision central posterior en el transcurso de la
enfermedad. La velocidad de progresion varia. Hasta la fecha, no se conoce ninguna forma para detener la
degeneracion de la retina o curar la enfermedad.

El anticuerpo o fragmento del mismo, mencionado en los aspectos de la invencion, es util en el tratamiento de todas
estas enfermedades porque puede impedir o minimizar la alteracion del epitelio pigmentario retiniano que forma
parte de la barrera sangre-retina externa.

En una realizacion preferida, el anticuerpo o fragmento del mismo, mencionado en los aspectos de la invencion, se
une especificamente a hemopexina de mamifero, mas preferiblemente a hemopexina humana. En una realizacién
preferida, el anticuerpo o fragmento del mismo se une a hemopexina humana de la SEC ID N°: 1. En una realizacion
preferida, el anticuerpo o fragmento del mismo se une especificamente a la SEC ID N°: 2, que es un epitopo de
hemopexina humana definido por los aminoacidos 50 a 100 de la SEC ID N° 1. En ofra realizacién preferida, el
anticuerpo o fragmento del mismo, mencionado en el primer y segundo aspectos, se une especificamente a la SEC
ID N°: 3, que es un epitopo de hemopexina humana definido por los aminoacidos 163 a 462 de la SEC ID N°; 1.

En otra realizacion preferida adicional, el anticuerpo es un anticuerpo policlonal.
Ademas, en otra realizacion preferida, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

El anticuerpo o un fragmento del mismo, que se une especificamente a hemopexina, para uso como se ha definido
anteriormente, puede formar parte o ser un ingrediente de una composicion farmacéutica y/o veterinaria.

En una realizacion preferida, el anticuerpo o fragmento del mismo, que se une especificamente a hemopexina, para
uso como se ha definido anteriormente, forma parte o es un ingrediente de una composicion farmacéutica y/o
veterinaria topica. Mas preferiblemente, el anticuerpo o fragmento del mismo forma parte o es un ingrediente de una
composicion topica para administracion ocular, tal como una preparacion liquida (gotas oftalmicas), o una pomada.

Como alternativa, el anticuerpo o fragmento del mismo, que se une especificamente a hemopexina, para uso como
se ha definido anteriormente, puede formar parte o ser un ingrediente de una solucién o suspension inyectable,
preferiblemente un liquido inyectable intravitreo (suspension o solucién). También como alternativa, el anticuerpo o
fragmento del mismo puede formar parte de una composicién farmacéutica y/o veterinaria administrable por via oral
en forma de comprimidos, pildoras, capsulas, microcapsulas, granulos, suspensiones, jarabes, polvos liofilizados,
preparaciones liquidas, etc. La seleccion de los excipientes y los métodos mas apropiados para la formulacion en
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vista de los objetivos particulares de la composicion (administracion topica, inyectable u oral) esta dentro del alcance
de los expertos en la materia de la tecnologia farmacéutica.

Por ejemplo, cuando tienen que formularse gotas oftalmicas, tienen que ser isotonicas con las gotas y las
soluciones, suspensiones o pomadas incluyen concentraciones de sales del 0,7 % al 0,9 % p/p, por ejemplo, de
cloruro sodico o fosfato disddico como agentes tamponantes, conservantes tales como alcohol polivinilico y agentes
de viscosidad para asegurar la permanencia en el ojo. Los ejemplos de agentes de viscosidad incluyen, entre otros,
derivados de metilcelulosa (es decir metilcelulosa). Por otra parte, cuando los anticuerpos o fragmentos de los
mismos forman parte de composiciones inyectables, por ejemplo para inyecciones intravitreas, incluyen agua para
inyectables, Tween 20, trihidrato de trehalosa y agentes tamponantes, tales como fosfato disédico o sales de
aminoacidos (por ejemplo, sales de histidina).

Otro aspecto de la invencion incluye una composicion farmacéutica y/o veterinaria que comprende mas de un
anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente a hemopexina. La composiciéon farmacéutica y/o
veterinaria preferiblemente comprende mas de un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a
hemopexina, uniéndose dichos anticuerpos o fragmentos de los mismos especificamente a diferentes epitopos de
hemopexina, o al mismo epitopo con diferentes sensibilidades y especificidades. Esto también puede formularse
como una composicion farmacéutica y/o veterinaria que comprende una cantidad eficaz de un anticuerpo o un
fragmento del mismo que se une especificamente a hemopexina para uso en el tratamiento y/o prevencién de una
enfermedad de la retina que cursa con disfunciéon de la barrera sangre-retina externa, donde la enfermedad de la
retina se selecciona del grupo que consiste en degeneracion macular relacionada con la edad, edema macular,
retinitis pigmentosa y retinopatia diabética, junto con cualquier excipiente y/o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion preferida, la invencion proporciona una composicion farmacéutica y/o veterinaria que contiene al
menos una cantidad eficaz de un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente a hemopexina
humana de la SEC ID N°: 1, para uso en el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad de la retina que cursa con
disfuncion de la barrera sangre-retina externa, junto con cantidades adecuadas de excipientes farmacéutica o
veterinariamente aceptables.

En una realizacion mas preferida, la composicion farmacéutica y/o veterinaria comprende un anticuerpo o fragmento
del mismo que se une especificamente a la SEC ID N°: 2, y/o un anticuerpo o fragmento del mismo que se une
especificamente a la SEC ID N°: 3, y/o cualquier otro anticuerpo o fragmento de mismo que se une especificamente
a cualquier epitopo de hemopexina humana de la SEC ID N°: 1.

La SEC ID N°: 2 corresponde a la de la hemopexina humana definida por los aminoacidos 50 a 100 de la SEC ID N°:
1.

La SEC ID Ne°: 3 corresponde al epitopo de hemopexina humana definido por los aminoacidos 163 a 462 de la SEC
ID N°: 1.

También se prefiere una composicion farmacéutica y/o veterinaria que consiste en un anticuerpo o fragmento del
mismo que se une especificamente a la SEC ID N°: 2, y cantidades adecuadas de excipientes farmacéutica o
veterinariamente aceptables. Otra composicion farmacéutica y/o veterinaria preferida consiste en un anticuerpo o
fragmento del mismo que se une especificamente a la SEC ID N°: 3, y cantidades adecuadas de excipientes
farmacéutica o veterinariamente aceptables. Otra realizacion preferida también es una composicion farmacéutica y/o
veterinaria que consiste en un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a la SEC ID N°: 2, un
anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a la SEC ID N°: 3, y cantidades adecuadas de
excipientes farmacéutica o veterinariamente aceptables. Otra realizacion preferida es una composiciéon farmacéutica
y/o veterinaria que consiste en un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a la SEC ID N°: 2,
un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a la SEC ID N°: 3, un anticuerpo o fragmento del
mismo que se une especificamente a una secuencia de hemopexina humana de la SEC ID N°: 1, siendo dicha
secuencia diferente de la SEC ID N°: 2 y la SEC ID N°: 3, y cantidades adecuadas de excipientes farmacéutica o
veterinariamente aceptables.

A este respecto, la composicion farmacéutica y/o veterinaria para uso de acuerdo con la invencion puede prepararse
para administrarse por varios medios, especialmente se incluyen la administracion topica, mas preferiblemente la
administracion tépica ocular en forma de preparaciones liquidas (soluciones, o suspensiones) que deberan aplicarse
como gotas oftalmicas, o en forma de pomadas o cremas también aplicables a los ojos.

De esta manera, en una realizacion preferida de la invencion, las composiciones farmacéuticas y veterinarias son
composiciones tépicas. En una realizacion mas preferida, la composiciéon tépica es una composicion tdpica para
administracion ocular, tal como una preparacion liquida (gotas oftalmicas) o una pomada.
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Aunque se prefiere la administracion tépica, son posibles otras formas, tales como la administracion inyectable u
oral. Por lo tanto, la composicion que contiene la cantidad eficaz del o de los anticuerpos o fragmentos de los
mismos puede administrarse como una solucién o suspension inyectable, preferiblemente un liquido inyectable
intravitreo (suspensién o solucién). También como alternativa, la composicion puede administrarse por via oral en
forma de comprimidos, pildoras, capsulas, microcapsulas, granulos, suspensiones, jarabes, polvos liofilizados,
preparaciones liquidas, etc. La seleccion de los excipientes y los métodos mas apropiados para la formulacion en
vista del objetivo particular de la composicion (administracion tépica, inyectable u oral) esta dentro del alcance de los
expertos en la materia de la tecnologia farmacéutica.

La expresiéon “farmacéuticamente aceptable” como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que son, dentro del alcance de un criterio médico razonable,
adecuadas para uso en contacto con los tejidos de un sujeto (por ejemplo, un ser humano) sin toxicidad excesiva,
irritacion, respuesta alérgica u otro problema o complicacién, en proporcién a una relacion razonable de
beneficios/riesgos. Cada vehiculo, excipiente, etc. también debe ser “aceptable” en el sentido de ser compatible con
los demas ingredientes de la formulacién. Pueden encontrarse vehiculos, excipiente, etc. adecuados en textos
farmacéuticos convencionales e incluyen, a modo de ejemplo, conservantes, aglutinantes, humectantes, emolientes
y antioxidantes. De forma similar, la expresion “veterinariamente aceptable” significa adecuado para uso en contacto
con los tejidos de un animal no humano.

La expresion “cantidad eficaz”, como se usa en el presente documento, significa una cantidad de un agente activo
(anticuerpo o fragmento del mismo) suficientemente elevada para proporcionar el efecto beneficioso deseado (el
tratamiento o prevencion de la enfermedad), pero suficientemente baja para evitar efectos secundarios graves
dentro del alcance del criterio médico.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, la palabra “comprende” y variaciones de la palabra, no pretenden
excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. Ademas, la palabra “comprende” y sus
variaciones incluye la expresion “que consiste en”. Otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invenciéon seran
evidentes para los expertos en la materia tras el examen de la descripcién o pueden aprenderse por la puesta en
practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser
limitantes de la presente invencion. Ademas, la presente invencion incluye todas las combinaciones posibles de
realizaciones particulares y preferidas descritas en el presente documento.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. La hemopexina altera la barrera sangre-retina externa

Para ilustrar el efecto de los anticuerpos o fragmentos de los mismos para uso en el tratamiento y/o prevencion de
una enfermedad de la retina que cursa con disfuncién de la barrera sangre-retina externa, particularmente con
alteracion del epitelio pigmentario retiniano, los inventores desarrollaron un ensayo de permeabilidad con la linea
celular ARPE-19 (ATCC, Manassas, VA), que es una linea de células inmortalizadas espontanea del EPR. Los
cultivos se mantuvieron a 37 °C con CO2 (5%) en frascos de 75 cm2 y medio convencional (F-12 de Ham DMEN)
suplementado con suero bovino fetal al 10 % (SBF, Hyclone, Cultek, Barcelona, Espafia). Se afiadieron
estreptomicina (100 mg/ml) y penicilina (100 U/ml) como conservantes. La concentracion de glucosa se ajusté a 25
mM. El medio se reemplazé cada tres dias. Se usaron células ARPE-19 desde el pase 20 para los estudios de
permeabilidad.

La permeabilidad de la BHR externa que es la que incluye el EPR se analiz6 siguiendo la metodologia descrita por
Garcia-Ramirez M et al., “Measuring Permeability in Human Retinal Epithelial Cells (ARPE-19): implications for the
Study of Diabetic Retinopathy”, Methods Mol Biol- 2011; Vol. No. 763, pag.: 179-94.

En resumen, se sembraron células ARPE-19 a una densidad de 400.000 células/ml que representaban 80.000
células de EPR/pocillo en insertos de poliestireno que tenian una superficie de 0,33 cm2 (HTS-Transwells; Costar;
Corning Inc, NY, Estados Unidos). A esta densidad, las células formaron una monocapa, que se cultivd durante 15
dias, reemplazando el medio cada 3 dias. El dia 15 se aplicaron diferentes tratamientos (4 réplicas/tratamiento) a
través de la parte apical de los pocillos:

Tratamiento con hemopexina

El medio apical del inserto en la parte apical se reemplazé por medio de suero privado (suero bovino fetal, BFS al 1
%), y se afiadié hemopexina plasmatica (50 pug/ml, SIGMA, Madrid, Espafia). 15 horas después, se afiadioé dextrano
fluorescente (10 kDa; SIGMA, Madrid, Espafia) a 100 pg/ml. Posteriormente, se retiraron 200 pl de medio en la parte
basal del inserto a intervalos de 30 min, y se reemplazaron por medio nuevo. Las absorbancias se leyeron a una
longitud de onda de excitacion de 485 nm, y a una longitud de onda de emision de 528 nm en el espectrofotometro
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SpectraMax Gemini (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). La concentracion de dextrano se determind por
extrapolacion de fluorescencia en una curva patron.

Tratamiento con anticuerpos anti-hemopexina humana de la SEC ID N°: 1.

Para el tratamiento con anticuerpos, se prepardé medio con hemopexina (50 mg/ml) en los recipientes y se afiadio la
concentracion exacta de anticuerpo requerido (0,75 pg/ml) a la solucién. Después, las soluciones se agitaron con
vortice brevemente y se incubaron durante 1 hora a 37 °C.

Los anticuerpos eran: anticuerpo de cabra anti-hemopexina humana Ab D17 (tratamiento HPX+ Ab D17) (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, Estados Unidos); anticuerpo de conejo anti-hemopexina humana Ab H-300
(tratamiento HPX+ Ab H-300) (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, Estados Unidos); y anticuerpo de
ratén anti-hemopexina humana Ab 013 (tratamiento HPX+ Ab 013) (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA,
Estados Unidos).

El anticuerpo de cabra anti-hemopexina humana Ab D17 es un anticuerpo policlonal que se une especificamente a
la SEC ID N°: 2, que es el epitopo de la hemopexina humana definido por los aminoacidos 50 a 100 de la SEC ID
N°: 1.

El anticuerpo de conejo anti-hemopexina humana Ab H-300 es un anticuerpo policlonal que se une especificamente
ala SEC ID N°: 3, que es el epitopo de la hemopexina humana definido por los aminoacidos 163 a 462 de la SEC ID
N°: 1.

El anticuerpo de ratén anti-hemopexina humana Ab 013 es un anticuerpo monoclonal inducido contra la hemopexina
nativa de longitud completa de origen humano.

La FIG. 2 muestra la permeabilidad al dextrano de células ARPE-19, medida como el dextrano fluorescente
detectable en los 200 ul de medio, retirado de la parte basal de los insertos (a los 3 minutos de la adicion del
tratamiento o a los 180 minutos), del tratamiento con hemopexina y anticuerpos. El tratamiento con hemopexina
produce un aumento de permeabilidad significativo, como se deduce por la alta barra de HPX, impidiéndose dicho
aumento si la hemopexina se neutralizaba con los diferentes anticuerpos.

Por otra parte, se realizd un analisis inmunohistoquimico de la monocapa de ARPE-19. Células que se sometieron a
la accion de HPX, o HPX y uno de los anticuerpos mencionados anteriormente.

Para el tratamiento con anticuerpos, se preparé una solucion de 50 pyg/ml de hemopexina en Eppendorf en medio
privado (F-12 de Ham DMEN, SBF al 1%). Ademas, también se afiadié una solucion con el anticuerpo. La solucion
se agité con vortice y se incubd durante 1 h a 37 °C.

Para este ensayo, monocapas de células ARPE-19 cultivadas en cristal durante 15 dias (Thermo scientific, Menzel-
Glaser; Braunschweig, GE), se trataron con hemopexina y los anticuerpos y después se fijaron con metanol frio (-20
°C) durante 10 minutos, se lavaron con solucidon salina tamponada con fosfato (PBS), y se bloquearon y
permeabilizaron durante una noche (a 4 °C) con albumina de suero bovino (a 2%) en PBS y Tween al 0,05 %.
Ademas, se incubaron con anticuerpo primario de ratén anti-humano ZO-1 (zona occludens-1; 1:200, Zymed
Laboratories Inc., San Francisco, CA,) durante 1 h. Como anticuerpo secundario se us6 anticuerpo anti-ratéon Alexa
594 (1:200, Invitrogen, San Diego, CA) durante 1 h.

Las preparaciones se montaron con un medio de montaje de fluorescencia que contenia 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) para teiiir los nucleos (Vector Laboratories; Burlingame, CA), y después se visualizaron en un microscopio
confocal espectral FV1000 (Olympus, Hamburg, Alemania). Originalmente, las imagenes se capturaron en la lente
objetivo del microscopio de inmersién (a 60 aumentos).

El resultado de este ensayo puede verse en la FIG. 1. El control (C, sin tratamiento) muestra células organizadas,
mientras que en el tratamiento con hemopexina (HPX) puede verse una monocapa desorganizada. La prevencion de
la desorganizacion se consigue con anticuerpos anti-hemopexina humana.

Todos estos datos considerados conjuntamente permiten concluir que, sorprendentemente, los anticuerpos
inducidos contra hemopexina evitan la alteracion de un modelo de epitelio pigmentario retiniano, pudiendo tratar de
esta manera enfermedades de la retina que cursan con alteracion del epitelio pigmentario retiniano, y mas
generalmente que cursan con disfuncién de la barrera sangre-retina externa.

Ademas, y con el objetivo de investigar con mas profundidad los mecanismos de accion implicados en este proceso,
los inventores han proporcionado en el presente documento pruebas del papel de la hemopexina como agente
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capaz de alterar el epitelio pigmentario retiniano, causando de esta manera la desorganizaciéon de las uniones
intercelulares (uniones estrechas). Esta desorganizacion de uno de los componentes de la barrera sangre-retina
externa afecta funcionalmente a la barrera entera, por ejemplo, causando un aumento de la permeabilidad. Al
aumentar la permeabilidad de la barrera se producen problemas serios derivados de la alteracion del control del
transporte de liquidos y compuestos solubles a través de la barrera sangre-retina, tales como nutrientes. Ademas, el
deterioro de la barrera hace que la retina sea accesible a compuestos toxicos.

Las realizaciones propuestas en la presente invencion, solas o consideradas conjuntamente, asi como con los
ejemplos descritos anteriormente, permiten concluir que los anticuerpos o fragmentos de los mismos que puede
unirse especificamente a varios epitopos de hemopexina, pueden bloquear eficazmente la interaccion de la
hemopexina con su receptor situado en la retina, impidiendo de esta manera la alteracion del EPR, o permitiendo la
restriccion del EPR alterado. Esto representa incluso una estrategia interesante y también eficaz para tratar y/o
prevenir una enfermedad de la retina que cursa con disfuncion de la barrera sangre-retina externa, entre las que se
incluyen enfermedades que evolucionan hasta altas limitaciones funcionales debido al efecto de una vision
comprometida.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente a hemopexina para uso en el tratamiento
y/o prevencion de una enfermedad de la retina que cursa con disfuncién de la barrera sangre-retina externa, siendo
la disfuncion una alteracién o afectacion de la barrera sangre-retina debida a cualquier etiologia, donde la
enfermedad de la retina se selecciona del grupo que consiste en degeneraciéon macular relacionada con la edad,
edema macular, retinitis pigmentosa y retinopatia diabética.

2. El anticuerpo o fragmento del mismo para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la hemopexina es
hemopexina de mamifero.

3. El anticuerpo o fragmento del mismo para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la
hemopexina de mamifero es hemopexina humana de la SEC ID N°: 1.

4. El anticuerpo o fragmento del mismo para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que se une
especificamente a la SEC ID N°: 2.

5. El anticuerpo o fragmento del mismo para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que se une
especificamente a la SEC ID N°: 3.

6. El anticuerpo o fragmento del mismo para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que es un
anticuerpo policlonal o un fragmento de dicho anticuerpo policlonal.

7. El anticuerpo o fragmento del mismo para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que es un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de dicho anticuerpo monoclonal.

8.
El anticuerpo o un fragmento del mismo para uso como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-7, como
ingrediente de una composicion farmacéutica y/o veterinaria.

9. El anticuerpo o un fragmento del mismo para uso como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-8, como
ingrediente de una composicion farmacéutica y/o veterinaria topica.

10. El anticuerpo o un fragmento del mismo para uso como se define en la reivindicacion 9, que es para
administracion ocular.

11. El anticuerpo o un fragmento del mismo para uso como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-8, como
un ingrediente de una composicién farmacéutica y/o veterinaria inyectable.

12. El anticuerpo o un fragmento del mismo para uso como se define en la reivindicacion 12, que es para
administracion intravitrea.
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