ES 2994 381 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA (D Numero de publicacion: 2 994 381
@Int. Cl.:

A61K 38/17
A61P 31/04
A61P 29/00
A61P 11/06

®@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 13.12.2017  PCT/EP2017/082535
Fecha y nimero de publicacion internacional: 21.06.2018 WO18108971

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 13.12.2017 E 17835461 (9)
@ Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 25.09.2024  EP 3554532

Titulo: HBD2 para su uso en el tratamiento de afecciones inflamatorias de los pulmones

Prioridad: @ Titular/es:

13.12.2016 DK PA201670991 DEFENSIN THERAPEUTICS APS (100.00%)
c/o COBISOle Maaloesvej 3

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la 2200 Kgbenhavn N, DK
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

23.01.2025 NORDKILD, PETER y
KJZERULFF, SOREN

@ Agente/Representante:
PONS ARINO, Angel

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por la
Oficina Europea de Patentes

AVisO:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2994 381 T3

DESCRIPCION
hBD2 para su uso en el tratamiento de afecciones inflamatorias de los pulmones
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una defensina seleccionada del grupo que consiste en hBD2 (SEQ ID NO:
2) y hBD2 truncada (SEQ ID NO:7), o una variante funcionalmente equivalente de la misma que difiereen 1 a
4 aminoécidos en comparacién con hBD-2 (SEQ ID NO.: 2) o hBD-2 truncada (SEQ ID NO.: 7), para su uso en
un método de tratamiento y/o prevenciéon del asma, bronquiectasia, trastorno pulmonar obstructivo crénico
(EPOC) o enfisema, comprendiendo el método la administracién oral o intrapulmonar de dicha defensina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El asma es un trastorno inflamatorio heterogéneo de las vias respiratorias caracterizado por inflamacion
crénica, hiperreactividad de las vias respiratorias, y por sintomas de sibilancias recurrentes, tos y dificultad
para respirar. El asma es un problema es un problema principal de salud publica que afecta a 300 millones de
personas a nivel mundial, y su prevalencia ha aumentado considerablemente durante las Ultimas tres décadas,
en particular en el mundo occidental {Cosmi et al., 2011} Sin embarge, 105 mecanismos de la patogénesis
siguen siendo dificiles. Los esteroides y la combinacién de terapias con beta-agonistas de efecto prolongado
son el fundamento de tratamiento del asma. Estas terapias suprimen efectivamente los sintomas agudos
inflamatorios y la liberacién de citoquinas, aunque no existen prevenciones o cura de la enfermedad hasta la
fecha.

El asma alérgico, leve a moderado en general se caracteriza por la inflamacién aguda o crénica de las vias
respiratorias y consiste en linfocitos Th2 activados e infiltrados eosinofilicos en asociacién con la producciéon
de IgE, células secretoras de moco, hiperplasia y metaplasia, remodelacién de la pared de las vias respiratorias
y la hiperreactividad de las vias respiratorias (AHR). La AHR esta caracterizada por la reactividad intensificada
y la constriccidén de las vias respiratorias a estimulos espasmogénicos no especificos, tales como metacolina
(Hansbro et al., 2011). Las células Th2, a través de la secrecién de sus citoquinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13,
entre otras, contribuyen a las diversas caracteristicas patoldgicas de la enfermedad.

El asma refractario neutrofilico o esteroideo, grave tiene diferentes caracteristicas patologicas para el asma
alérgico leve o moderado y se caracteriza por un fenotipo Th2/Th1 mezclado con una contribucién posible de
células Th17. El factor de necrosis tumoral (TNF)-a, interferén (IFN)-y, IL-17 y IL-27 son elevados y pueden
inducir el influjo de neutréfilos (en lugar de eosinéfilos) o un infiltrado granulocitico mezclado de las vias
respiratorias que es caracteristico para este subtipo de asma. Los pacientes con este subtipo de asma son
refractarios al tratamiento con glucocorticoides y las infecciones tanto bacterianas como virales estan
implicadas en la induccién y progreso de la enfermedad (Hansbro et al., 2004). También, los pacientes
asmaticos y los pacientes con dermatitis atépica tienen mayor probabilidad de desarrollar infecciones, por
ejemplo, neumonia en comparacién con los individuos no atépicos.

El concepto de tratar el asma mediante el enfocamiento de una citoquina individual, por ejemplo, anti-IL-4; anti-
IL-5; anti-TNF-a tuvo un éxito limitado. De hecho, la terapia con esteroides, que actualmente es la terapia base,
se piensa que actla al suprimir una gama de trayectorias pro-inflamatorias (Hansbro et al, 2011).

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC). La EPOC es un problema principal de salud publica
proyectado para que sea la cuarta causa que conduzca a la muerte a nivel mundial en el 2020. Aunque la
inhalacién persistente de particulas y gases téxicos son los principales factores de riesgo, con el fumar tabaco
que sera el mejor ejemplo de este tipo de riesgo, sélo el 15 % de los fumadores desarrollardn EPOC (Fletcher
and Peto, 1977). Aunque los fumadores tienen un sistema inmunitario disfuncional (Bouloukaki et al., 2011), el
desarrollo y aumentar la gravedad de la enfermedad de la EPOC progresivamente empeora la carga de células
inflamatorias (Hogg et al., 2004).

Microbioma. La microbiota infantil inicialmente es uniforme a través de los diversos sitios del cuerpo, diferente
en los dias y semanas posteriores en las comunidades sitio-especificas. El microbioma pulmonar de adultos
sanos esta dominado por el Phylae Bacteroidetes, Firmicutes, y Proteobacteria con la microbiota central que
consiste en Pseudomonas, Streptococcus, Prevotella, Fusobacteria, Veillonella, Haemophilus, Neisseria y
Porphyromonas (Charlson et al, 2011). Entre los asméticos se ha observado una frecuencia aumentada de
Proteobacteria (en particular, Haemophilus, Moraxella 'y Neisseria) y Firmicutes (en particular, Lactobacillus
spp.) y la frecuencia disminuida de Bacteroidetes (en particular Prevotella) en comparacion con los controles
(Hilty et al., 2010). Similarmente, los datos epidemiolégicos muestran que la microbiota intestinal difiere entre
niflos asméticos y no asmaticos (Penders et al., 2007).

Defensinas
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Las defensinas representan una de las defensas hospederas innatas dominantes que sirven para mantener un
microbioma sano y rechazar patégenos potenciales (Wehkamp et al, 2002 y Salzman et al, 2007). Las
defensinas son péptidos que poseen actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y negativas,
hongos y archaea asi como una actividad anti-inflamatoria. Las defensinas, y, en particular hBD2 han mostrado
potencial terapéutico en el tratamiento de la Enfermedad Inflamatoria del Intestino (WO 2010/007166; WO
2013/007596).

Se ha demostrado (Shen et al.) que la sobreexpresiéon de R-defensina 2 mediada por un vector lentiviral en
ratas protegia los pulmones de la infecciéon por Pseudomonas aeruginosa al afectar a la expresién de citoquinas
y reducir la inflamacién inducida por Pseudomonas aeruginosa.

En conclusidn, existe una necesidad por tratamientos novedosos de sujetos que padezcan de afecciones
inflamatorias del pulmén. Existe una necesidad particular por tratamientos que se puedan administrar a través
de las vias respiratorias para pacientes que ellos mismos se puedan administrar, por ejemplo, inhalar, los
medicamentos, y existe una necesidad por un tratamiento via otras rutas de administracién a pacientes que
sean incapaces de inhalar medicamentos eficientemente.

COMPENDIO

Los inventores han demostrado sorprendentemente que las defensinas de mamifero tienen la capacidad para
reducir la hiperreactividad de las vias respiratorias (AHR) y aumentar la compliancia de las vias respiratorias
(Cdyn); reducir la inflamacién pulmonar; reducir el conteo de neutréfilos-, eosinéfilos- y macréfagos en el fluido
para lavado bronquio-alveolar (BALF), asi como disminuir los IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10 e
IL-13 en las células pulmonares. Los inventores también han demostrado la eficacia para reducir los parametros
de inflamacién histolégica en un modelo con asma, por ejemplo, una reduccidn en la inflamacién perivascular
y la inflamacién peribronquial.

Los datos indican que la administracién de las defensinas de mamiferos dan por resultado en la normalizacién
o reduccién de las caracteristicas fundamentales del asma y EPOC y por lo tanto son Utiles para el tratamiento
o prevencién de afecciones inflamatorias del pulmén incluyendo asma, asma intermitente leve, asma
persistente leve, asma persistente moderada, asma persistente severa, asma eosinofilica, asma neutrofilica,
asma refractaria esteroidea, estado asmético, bronquiectasia y enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC).

Sorprendentemente, se ha demostrado en un modelo de ratdén con alergia a 4caros del polvo doméstico que
la administracién oral e intranasal de defensinas es igualmente eficaz al menos para algunos de los pardmetros
probados. Esto abre posibilidades para el tratamiento de las afecciones inflamatorias del pulmdén mediante
administracién oral a sujetos que tengan dificultad para inhalar medicamentos. Como se demuestra en los
ejemplos, una dosificacién de la beta-defensina 2 humana (hBD-2) tiene la capacidad para reducir AHR,
aumentando Cdyn, reducir la inflamacién histoldgica del pulmén, el conteo de células inflamatorias en BALF y
la produccién de citoquinas inflamatorias en un modelo murino inmue a esteroides, donde los ratones se
sensibilizaron ovoalbumina (OVA) y se infectaron con C. muridarum y en un modelo murino sensible a
esteroides, donde los ratones se inmunizaron mediante acaros del polvo doméstico (HDM) + adyuvante de
Freund y se inocularon con HDM. Sin el tratamiento de hBD-2, los animales desarrollaron asma caracterizado
por AHR aumentado dramaticamente, Cdyn disminuido, cambios histol6gicos inflamatorios del tejido pulmonar,
conteo aumentado de glébulos blancos, en particular neutréfilos, eosinéfilos y macréfagos y la concentracion
aumentada de citoquinas inflamatorias.

Los inventores han demostrado experimentalmente que las defensinas reequilibran el sistema inmunitario al
normalizar completamente los niveles de citoquinas evitando asi una tormenta de citoquinas contraria al
tratamiento actual del asma con por ejemplo, anticuerpos de interleuquina, que inactiva a una citoquina
determinada o una inmunosupresién que en general da por resultado en la supresidén de sistemas inmunitarios
innato. Por lo tanto, las defensinas representan una alternativa prometedora a los tratamientos actuales.

Los inventores han demostrado adicionalmente que las defensinas tienen la capacidad para ejercer su efecto
en los pulmones, no sélo cuando se administra directamente en el pulmén sino que también de manera mas
importante y, sorprendentemente, cuando se administran Gnicamente de manera oral en el intestino.

La administracion oral en el tratamiento de un ataque de asma, asi como para el mantenimiento del tratamiento
facilitara la vida de asmaticos alrededor del mundo.

La invencién se define en las reivindicaciones. Cualquier tema que quede fuera del alcance de las
reivindicaciones se proporciona Unicamente con fines informativos. Las referencias a métodos de tratamiento
en esta descripcién deben interpretarse como referencias a los compuestos, composiciones farmacéuticas y
medicamentos de la presente invencién para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo humano (o
animal) mediante terapia.
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En un aspecto, se proporciona un método para el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad seleccionada
del grupo que consiste en asma, tal como asma intermitente leve, asma persistente leve, asma persistente
moderada, asma persistente grave, asma eosinofilica, asma neutrofilica, asma refractaria esteroidea, estado
asmatico, bronquiectasias, EPOC, y enfisema, preferiblemente, comprendiendo dicho método la administracién
de una defensina seleccionada del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID
NO: 7) o una variante funcionalmente equivalente del mismo que difiere en 1 a 4 aminoacidos en comparacion
con hBD-2 (SEQ ID NO.: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO.: 7), comprendiendo el método la administracion
oral o intrapulmonar de dicha defensina..

Los efectos pueden ser mediados reduciendo la inflamacién histoldégica del pulmén, el conteo de células
inflamatorias en el fluido para lavado broncoalveolar, reequilibrio del sistema inmunitario con la normalizacién
de la produccién de citoquinas inflamatorias en homogenados de tejido pulmonar y la prevencién/tratamiento
de una tormenta de citoquinas.

En otro aspecto, los efectos terapéuticos incluyen aumentar la compliancia pulmonar, reducir la hiperreactividad
de las vias respiratorias, y aumentar el flujo espiratorio pico.

Otros efectos incluyen aumentar el volumen espiratorio forzado a 1 segundo (FEV1) y/o a la velocidad de flujo
espiratorio pico PEFR, o reducir la variabilidad PEFR.

Mediante la administracién de al menos una defensina a un sujeto, se puede aumentar la riqueza génica, el
namero de grupos, la produccién de butirato y/o triptéfano se puede aumentar y la produccidén de acetato a
partir de la microbiota pulmonar se puede disminuir en un sujeto que necesite del mismo.

Los usos médicos pueden resultar en mantener y/o estabilizar una microbiota normal en el pulmdn, aumentar
la presencia y abundancia de bacterias comensales clave y un acido graso de cadena corta y/o productores de
butirato y/o triptéfano.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Trazado esquematico del ajuste experimental para investigar los efectos de las p-defensinas de
mamifero en un modelo murino inmune a esteroides de asma, donde los ratones se sensibilizaron mediante
ovoalblimina y se infectaron con C. muridarum (Essilfie et al., 2015).

Figura 2. Trazado esquematico del ajuste experimental para investigar los efectos de las p-defensinas de
mamifero en un modelo murino inmune a esteroides de asma, donde los ratones se inmunizaron mediante
mitos del polvo doméstico (HDM) + adyuvante de Freund y se inocularon con HDM.

Figura 3a. Alineacién de secuencias multiples Clustal W (2.1) de una beta defensina humana 1-4: En los
alineamientos Clustal W.

* Indica las posiciones que tienen un solo residuo, totalmente conservado.

> indica que uno de los siguientes grupos “fuertes” esta totalmente conservado:

-8, TA NEQK NHQK NDEQ QHREK MLV, MLLF HY, FYW.

* indica que uno de los siguientes grupos “més débiles” esta totalmente conservado:

~C8A ATV, SAG STNK ST RA SGND, SNDEQK NDEGHK NEQHRK VLIM HFY.
Figura 3b. Alineamiento Clustal de HDS y HD8.

Figura 4: Hiperreactividad de las vias respiratorias en el modelo murino inmune a esteroides con Ovalbdmina/C.
muridarum después de la administracién intranasal de hBD-2. El eje Y muestra Rn - unidades de resistencia
especifica de las vias respiratorias (volumen corriente de 8 mL/kg a una frecuencia respiratoria de

450/respiraciones/minuto). **** indica las diferencias estadisticamente significativas utilizando la prueba Mann
Whitney con un valor p de p <0.05.

Figuras 5a y 5b: Hiperreactividad de las vias respiratorias en el modelo murino con asma sensible a esteroides
por acaros del polvo doméstico después de la administracién intranasal (Figura 5a) y oral (Figura 5b) de hBD-
2 respectivamente. La solucién salina es el control no inoculado. HDMA vehiculo es el control inoculado de
acaros del polvo doméstico tratado con vehiculo. “hBD2 IN 1.2 mpk” es hBD2 administrado intranasalmente a
1.2 mg/kg. 5 mpk es 5 mg/kg. Leyenda, Figura 5a: * - vehiculo IN; = - hBD2 IN 1.2 mpk; A - solucién salina; 4
- hBD2 EN 5 mpk. Leyenda, Figura 5b: « - HDMA/vehiculo IN; = - solucién salina; A - HDM/dexametasona;
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4 - HDM/hBD2 1.2 mg/kg p.o.

Figura 6a y 6b: compliancia pulmonar en el modelo murino con asma sensible a esteroides por acaros del polvo
doméstico después de la administracién intranasal (figura 6a) y oral (figura 6b) de hBD-2, respectivamente.

Leyenda, Figura 6a: « - vehiculo IN; = - hBD2 IN 1.2 mpk; A — solucién salina; ¢ - hBD2 IN 5 mpk. Leyenda,
Figura 6b : + - HDM/Vehiculo IN; = - solucién salina; A - HDM/dexametasona; ¢ - HDM/hBD2 1.2 mg/kg p.o.
Figura 7 . Recuento total y diferencial de células en el liquido cefalorraquideo del bebé en la Ovalbumina/C.
Modelo murino de asma insensible a esteroides después de la administracién intranasal de hBD-2.

Leyenda de la figura:

A: SPG/Sal

B: SPG/Ova

C SPG/Ova/Dex

D: Cmu/Sal

E: Cmu/Ova

F: Cmu/Ova/Dex

G: Cmu/Ova/hBD2

H: Cmu/Ova/hBD2/Dex

Grupos de tratamiento

DO D12+13 D14 D32 D33+34
SPG/Sal Sal IP Ova IN SPG IN PBS IN Ova IN
Cmu/Sal Sal IP Ova IN Cmu IN PBS IN Ova IN
SPG/Ova Ova IP Ova IN SPG IN PBS IN Ova IN
Cmu/Ova Ova IP Ova IN Cmu IN PBS IN Ova IN
SPG/Ova/Dex Ova IP Ova IN SPG In Dex IN Ova+Dex IN
Cmu/Ova/Dex Ova IP Ova IN Cmu IN Dex IN Ova+Dex IN
Cmu/Ova/hBD-2 Ova IP Ova IN Cmu IN hBD2 IN Ova+hBD2 IN
Cmu/Ova/hBD-2/Dex Ova IP Ova IN Cmu IN hBD2+Dex IN  |[Ova+hBD2+Dex IN

Figuras 8a y 8b: Conteo celular total y diferencial en BALF en el modelo murino con asma sensible a esteroides
por acaros del polvo doméstico después de la administracién intranasal y oral de hBD-2, respectivamente. La
Figura 8a representan los animales tratados con hBD2 per-oral. La Figura 8b representan los resultados
provenientes de animales que recibieron hBD2 intranasal. Los resultados se muestran como la media +/- SEM.
*p<0.05 contra vehiculo, prueba no independiente.

Leyenda de la figura. Solucidn salina IN en el control no inoculado y no tratado. HDM/vehiculo representa los
animales no tratados pero inoculados con HDM. HDM son los animales inoculados con acaros del polvo
doméstico. PO es la administracidn oral per-oral e IN es la administracién intranasal. Las columnas marcadas
* son estadisticamente significativas diferentes del control tratado con el vehiculo.

Figuras 9-18. Concentraciones de citoquinas de IFN-y (Figura 9), TNF-a (Figura 10), IL-1B (Figura 11), IL-4
(Figura 12), IL-5 (Figura 13), IL-6 (Figura 14), IL-8 (Figura 15), IL-9 (Figura 16), IL-10 (Figura 17) e IL-13 (Figura
18) en el modelo murino con asma sensible a esteroides por acaros del polvo doméstico después de la
administracion intranasal y oral de hBD-2, respectivamente. Cada figura tiene los datos provenientes de la
ramificacion intranasal a la izquierda y la ramificacién per-oral a la derecha. Los resultados se muestran en
pg/mL como la media +/- SEM. *p<0.05 contra vehiculo, prueba de Mann Whitney.
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Figura 19. Histologia pulmonar con la preparacién de H&E/PAS en el modelo murino con asma sensible a
esteroides por acaros del polvo doméstico después de la administracién intranasal y oral de hBD-2,
respectivamente. Panel izquierdo superior: control no tratado y no inoculado. Panel a la derecha superior:
control no tratado e inoculado con HDM. Panel izquierdo inferior: inoculado con HDM tratado con hBD2 PO.
Panel derecho inferior: inoculado con HDM tratado con hBD2 IN. Aumento de 50X.

Figura 20. Gravedad de la inflamacién pulmonar en el modelo murino con asma sensible a esteroides por
acaros del polvo doméstico después de la administracidn intranasal y oral de hBD-2, respectivamente.

* p <0.05 contra vehiculo, Prueba de Mann Whitney
#p <0.05 contra vehiculo, Prueba de Clasificacién de Wilcoxon.

Figura 21. Inflamacién perivascular y peribronquial en el modelo murino con asma sensible a esteroides por
acaros del polvo doméstico después de la administracién intranasal y oral de hBD-2 respectivamente 4
eosindfilos; [0 monocitos.

* p <0.05 contra vehiculo para la infiltracién perivascular de eosinéfilos, prueba de Mann Whitney

#p <0.05 contra vehiculo para la infiltracién perivascular/peribronquial de eosinéfilos y monocitos, Prueba de
Clasificacion de Wilcoxon.

Figura 22. Datos farmacocinéticos después de la administracién oral de 4 mg/kg hBD-2 a ratones hembra
NMRI. El eje Y muestra hBD2 en pg/g de tejido. Los resultados se obtienen como la media grupal +/- SEM.

Figura 23 (para ilustracién). Datos farmacocinéticos para hBD-2 después de la administracién subcutanea e
intravenosa de 1 mg/kg respectivamente. El eje Y muestra hBD2 en pg/ml. Las diferentes curvas representan
los diferentes experimentos y métodos de deteccién (HPLC y ELISA).

Figura 24 (para ilustracién). Datos farmacocinéticos para la “fusién N-terminal con hBD-2-albimina” después
de la administracién subcutdnea e intravenosa de 16.5 mg/kg respectivamente. El eje Y muestra la
concentracién de la proteina de fusién en ug/ ml. Los resultados son la media de 4 ratones/tiempo de muestreo
+/- 8D.

Figura 25 (para ilustracién). Datos farmacocinéticos para la “fusién C-terminal con hBD-2-albimina” después
de la administracién subcutdnea e intravenosa de 16.5 mg/kg respectivamente. El eje Y muestra la
concentracién de la proteina de fusién en pg/ml. Los resultados son la media de 4 ratones/tiempo de muestreo
+/- 8D.

Figura 26 (para ilustracion). Progreso de la Marca del ndice de Actividad de la Enfermedad durante el estudio
con la administracién IV de la “C-terminal de fusién con hBD-2-albumina”. Los resultados se muestran como la
media +/- el error estdndar de la media para 9-10 animales por grupo. Las diferencias significativas a partir de
los valores del grupo control (vehiculo) a unos datos determinados se muestran como * P <0.05; ** P <0.01;***
P <0.001 (prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos. Albucult® es una albumina recombinante
disponible de Novozymes A/S. donde no se menciona ningln compuesto en la grafica, el compuesto es C-
terminal de fusién con hBD2-albumina.

Figura 27 (para ilustracién). Colon proximal con marca histolégica de la “C-terminal de fusién con hBD-2-
albumina”. La marca histolégica de muestras de colon proximal. Los resultados se muestran como la media *
el error estandar de la media para n = 9-10 animales por grupo. Las diferencias significativas a partir de los
valores del grupo control (vehiculo) a un dato determinado se muestran como *** P <0.001; * P <0.05 (Prueba
Kruskal-Wallis + Prueba posterior de Dunn para datos no paramétricos). Albucult® es una albumina
recombinante disponible de Novozymes A/S. donde no se mencione ninglin compuesto en la grafica, el
compuesto es C-terminal de fusién con hBD2-albimina.

Figura 28. Trazado esquemético del ajuste experimental para investigar los efectos de las defensinas de
mamifero en un modelo murino sensible a esteroides para la prevencién de asma, donde los ratones se
inmunizaron mediante el 4caro de polvo doméstico (HDM) + adyuvante de Freund y se inocularon con HDM.

Figura 29: Hiperreactividad de las vias respiratorias en el modelo murino con asma sensible a esteroides por
acaros del polvo doméstico después de la administracién intranasal y oral profilactica de hBD-2,
respectivamente.

Figura 30: Compliancia pulmonar en el modelo murino con asma sensible a esteroides por acaros del polvo
doméstico después de la administracién intranasal y oral profilactica de hBD-2, respectivamente.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2994 381 T3

Figura 31: Conteo celular de neutréfilos en BALF en el modelo murino con asma sensible a esteroides por
acaros del polvo doméstico después de la administracion oral profilactica de hBD-2. * P <0.05 contra vehiculo,
prueba de Mann Whitney.

Figuras 32-37. Concentraciones de citoquinas (pg/ml) de TNF-a (Figura 32), IL-4 (Figura 33), IL-5 (Figura 34),
IL-6 (Figura 35), IL-9 (Figura 36) y IL-13 (Figura 37) en un homogenado de pulmdn en el modelo murino con
asma sensible a esteroides por acaros del polvo doméstico después de la administracién oral profilactica de
hBD-2. Los resultados se muestran como la media +/- SEM. * p<0.05 contra vehiculo, prueba de Mann Whitney.

Figuras 38-39. Trazado esquemético del ajuste experimental para investigar los efectos de las defensinas de
mamifero (HD5, hBD2 y HD5 + hBD2) sobre la composicién de la microbiota en un modelo murino con dieta
alta en grasas.

Figura 40. Analisis de género de la abundancia microbiana después del tratamiento profilactico con HD5, hBD2
y HD5 + hBD2 orales en un modelo murino con dieta alta en grasas.

Figura 41. Abundancia de Allobaculum en el intestino delgado después del tratamiento profilctico con HD5 y
hBD2 orales en un modelo murino con dieta alta en grasas.

Figura 42. Abundancia de Lactobacillaceae en el colon después del tratamiento profilactico con hBD2 oral en
un modelo murino alta en grasa.

Figura 43. Abundancia relativa de Barnesiella en el colon después de 4 (panel izquierdo) y 10 semanas (panel
derecho) de tratamiento profilactico con hBD2 oral en un modelo murino con dieta alta en grasas.

Figura 44. Abundancia relativa de Alloprevotella en el colon después de la intervencién terapéutica con HD5 y
hBD2 orales en un modelo murino con dieta alta en grasas.

Figura 45. Abundancia relativa de Bifidobacteriaceae en el intestino delgado (panel izquierdo) y colon (panel
derecho) después de la intervencidn terapéutica con HD5 o hBD2 en un modelo murino con dieta alta en
grasas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones:

Defensina: El término “defensina” en el sentido como se utiliza en la presente, se refiere a polipéptidos que
pertenecen a la clase de defensinas de péptidos antimicrobianos. Las defensinas representan una de las
defensas dominantes innatas del hospedero que sirven para mantener un microbioma sano y rechazar
patégenos potenciales (Wehkamp et al. et al., 2002 y Salzman et al., 2007). Las defensinas son péptidos que
poseen actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y negativas, hongos y archaea, asi como
ejercer una actividad anti-inflamatoria.

Las defensinas humanas son pequefios péptidos catiénicos divididos en a- y B-defensinas con base en la
topologia de sus tres enlaces disulfuro de cisteina intramoleculares, las a-defensinas se pueden subdividir
adicionalmente en aquellas expresadas en granulos neutrofilicos (HNP1-4) y aquellas expresadas por células
Paneth en las criptas en el intestino delgado (HD5 y HD6 o DEFAS y DEFAB). Las B-defensinas (DEFBnN) se
producen principalmente por células epiteliales en diversos tejidos y érganos, entre los que se incluyen la piel,
ojo, oido medio, boca, trdquea, pulmones, tracto gastrointestinal, sistema urogenital, rifiones, vagina, higado,
pancreas y glandulas mamarias. Los ejemplos de defensinas incluyen la alfa defensina 5 intestinal humana
(HD5; SEQ ID NO: 5); la alfa defensina 6 intestinal humana (HD6; SEQ ID NO: 6); el péptido 1 de neutréfilos
humanos (HNP-1); el péptido 2 de neutréfilos humanos (HNP-2); el péptido 3 de neutréfilos humanos (HNP-3),
todos pertenecen a la clase de alfa defensina; y también la beta defensina 1 humana (hBD1; SEQ ID NO: 1),
la beta defensina 2 humana (hBD2; SEQ ID NO: 2); la beta defensina 3 humana (hBD3; SEQ ID NO: 3); la beta
defensina 4 humana (hBD4; SEQ ID NO: 4); y la beta defensina 2 humano truncada (SEQ ID NO: 7). La WO
2013/026794 documenta que la hBD2 truncada y la hBD2 no truncada tienen la misma bioactividad.

Las defensinas se expresan como precursores y se procesan mediante la segmentacién del péptido sefial y en
algunos casos los pro-péptidos, asi como antes de la secrecion en el espacio extracelular. Los miembros mejor
caracterizados de la familia de B-defensinas humanas son hBD1-4. Algunas de las defensinas humanas por
ejemplo la hBD-1 se producen constitutivamente, mientras que otras, por ejemplo, hBD-2, hBD-3 y hBD-4 se
inducen mediante citoquinas pro-inflamatorias o productos microbianos exégenos. Las secuencias
identificadas anteriormente representan las defensinas bioactivas maduras predichas. Se debe entender por
alguien con experiencia en la técnica que el procesamiento puede diferir de célula a célula y que el péptido
maduro secretado resultante puede diferir en uno o dos aminoacidos N- o C-terminales a partir de las
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secuencias predichas y todavia conservan la bioactividad.

Identidad: el parentesco entre dos secuencias de aminoécidos o entre dos secuencias de nucleétidos se
describe mediante el pardmetro “identidad”. El grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se
determina utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Neadleman and Wunsch, 19870, /. Mol Biol 48 443-

53) segiin se implemantan en &l programa Needis del paquete EMBOSS (Rice et al., 2000, htip:femboss.org),
preferiblemente la versién 3.0.0 o posterior. Los pardmetros opcionales utilizados son la penalizacién de
espacios abiertos de 10, la penalizacidén de extensién de espacios de 0.5, y la matriz de sustitucién
EBLOSUM®62 (EMBOSS versién de BLOSUMG62). La salida de Needle marcada “identidad mas larga” (obtenida
utilizando la -opcién no breve) se utiliza como la identidad porcentual y se calcula como sigue: (residuos
idénticos x 100)/(Longitud de Alineamiento - Numero total de espacios en el alineamiento).

Microbiota normal: El término “microbiota normal” se utiliza en la presente para indicar una microbiota que no
sea disbibtica. La microbiota normal esté caracterizada por tener gran riqueza génica. La microbiota intestinal
normal estéd caracterizada por comprender bacterias que pertenecen a los géneros Racteriodetes,
Faecalibacterium, Rosshuria, Rlautia, Ruminococcus, Coprococous, Bifidobacterium, Methanobrevibacter,
Lactobacilius, Coprococeus, Clostridium, Akiermansia, Fubacterium.

La microbiota normal del pulmén esté caracterizada por comprender bacterias que pertenecen a los géneros
Bactercidetes, Firmicutes, v Frotepbacteria con la microbiota central que consiste en Psaudomoenas,
Straptococcus, Fravotelia, Fusobacteria, Vellonella, Haemaophilus, Neisseria and Forphyromonas.

Tratamiento: Los términos “tratamiento” y “tratar’ en el sentido como se utilizan en la presente, se refieren al
manejo y cuidado de un paciente con el fin de combatir una afeccién, enfermedad o trastorno. El término esta
destinado para incluir el espectro total de tratamientos para una afeccién determinada que el paciente esté
padeciendo, tal como la administracién del compuesto activo con el fin de: aliviar o ayudar con los sintomas o
complicaciones; retrasar la progreso de la afeccién, enfermedad o trastorno; curar o eliminar la afeccion,
enfermedad o trastorno; y/o evitar la afeccion, enfermedad o trastorno, mientras que “prevenir’ o “prevencién’
se debe entender que hace referencia al manejo y cuidado de un paciente con el fin de impedir, reducir los
compuestos activos para evitar o reducir el riesgo de la aparicién de sintomas o complicaciones. El paciente
que sera tratado preferiblemente un mamifero, en particular un ser humano. Los pacientes que serén tratados
pueden ser de diversas edades.

Paciente: un paciente es un sujeto, al que se le puede haber diagnosticado con un trastorno particular tal como
un trastorno inflamatorio de los pulmones o que padece de sintomas particulares indicativos de un trastorno,
tales como un trastorno inflamatorio de los pulmones.

Defensinas alfa de mamiferos y defensinas beta de mamiferos

Esta divulgacidn se refiere a una defensina seleccionada del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID NO: 2)
hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) o una variante funcionalmente equivalente de la misma que difiere en 1 a 4
aminodcidos en comparacién con hBD-2 (SEQ ID NO.: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO.: 7). para su uso en
el tratamiento del asma, asma intermitente leve, asma persistente leve, asma persistente moderada, asma
persistente grave, asma eosinofilica, asma neutrofilica, asma refractaria a esteroides, estado asmético,
bronquiectasia y EPOC, en donde |la defensina se administra por via oral o intrapulmonar.

En otra realizacion, una defensina difiere de una de las SEQ ID NO: 2 0 7 en menos de 5, tal como menos de
4, por ejemplo menos de 3, tal como menos de 2 amino&cidos. En una realizacién preferida, las defensinas
beta de mamiferos consisten en la beta defensina 2 humana (SEQ ID NO: 2), o la beta defensina 2 humana
truncada (SEQ ID NO: 7).

En una realizacién preferida, las defensinas beta humanas consisten en la beta defensina 2 humana (SEQ ID
NO: 2) o la beta defensina 2 humana truncada (SEQ ID NO: 7).

Més preferiblemente, las defensinas beta de mamiferos consisten en la beta defensina 2 humana, y las
variantes u ortélogos funcionalmente equivalentes de las mismas que difieren en 1 a 4 aminoécidos en
comparaciéon con hBD-2 (SEQ ID NO.: 2) o hBD-2 (SEQ ID NO.: 7)..

En una realizacién, los métodos para el tratamiento y/o prevencién del asma, bronquiectasias, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) o enfisema comprenden la administracién oral o intrapulmonar de una
cantidad efectiva de al menos una defensina seleccionada del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID NO: 2)
hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) o una variante funcionalmente equivalente de la misma que difiere en 1 a 4
aminoacidos en comparacién con hBD-2 (SEQ ID NO.: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO.: 7) a un sujeto que
necesite dicho tratamiento.

Una “variante funcionalmente equivalente” de una defensinas alfa o beta de mamifero (por ejemplo, un ser
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humano) es una alfa o beta defensina de mamifero modificada (por ejemplo, humana) que exhiba
aproximativamente el mismo efecto sobre la microbiota en el pulmén o el intestino al igual que las defensinas
alfa y/o beta de mamifero parentales (por ejemplo, un ser humano). Una variante funcionalmente equivalente
de una defensina de mamifero (por ejemplo, humana) puede comprender preferiblemente 1-4 modificaciones
de aminoéacidos, mas preferiblemente 1-3 modificaciones de aminoacidos, lo mas preferiblemente 1-2
modificaciones de aminoacidos, y en particular una modificacién de aminoéacidos, con beta defensina 2
humano, que tiene la SEQ ID NO 2 o la beta defensina 2 humana truncada (SEQ ID NO: 7).

Eltérmino “modificacién” significa en la presente cualquier modificaciéon quimica de una defensina de mamifero
(por ejemplo, humana). Las modificaciones pueden ser sustituciones, supresiones y/o inserciones de los
aminoécidos, asi como reemplazos de las cadenas laterales de aminoacidos; o el uso de aminoé&cidos no
naturales con caracteristicas similares en la secuencia de aminoacidos. En particular, las modificaciones
pueden ser amidaciones, tales como la amidacién del término C. Preferiblemente, las modificaciones de
aminoacidos son de una naturaleza menor, es decir las sustituciones o inserciones de aminoéacidos
conservadores que no afecten significativamente al plegado y/o actividad del polipéptido; supresiones
individuales; pequefias extensiones amino o carboxilo-terminales; o una pequefia extensién que facilite la
purificaciéon al cambiar la carga neta u otra funcién, tal como una marca de polihistidina, un epitope antigénico
o un dominio de unién. En una realizacién, la pequefia extensidn, tal como una marca de polihistidina, un
epitope antigénico o un dominio de unién se une a defensina para su uso segun la reivindicacién 1 a través de
un péptido enlazante de hasta aproximadamente 20-25 residuos y el enlazante puede contener un sitio para
segmentacién enzimatica por restriccion.

Los alineamientos Clustal W en la Figura 3 se puede utilizar para predecir cuales residuos de aminoacidos se
pueden sustituir sin afectar sustancialmente la actividad biolégica de la proteina. Las secuencias se alinearon
utilizando Clustal W 2.1 (http://www.geno,me.jp/tools/clustalw/) y los siguientes ajustes: Penalizacién de
Espacios Abiertos: 10, penalizacion de Extensién de Espacios: 0.05, Transicién de Peso: NO, Residuos
Hidrofilicos para Proteinas: GPSNDQE, Espacios Hidrofilicos: Si, Matriz de Peso: BLOSUM (para la
PROTEINA). Las sustituciones dentro del siguiente grupo (Clustal W, grupo de conservacion “fuerte”’) se deben
considerar como sustituciones conservadoras:

=S, TANEQKNHGKNDEQGGQHREKMLLVMILEHRHYFY W

Las sustituciones dentro del siguiente grupo (Clustal W, grupo de conservacién “débil”) se deberan considerar
como sustituciones semi-conservadoras: -C .8 A, ATV, SAG STNK STRA SGND SNDEQK
NDEQHK NEQHRK VLM HFEY.

Los ejemplos de sustituciones conservadoras son sustituciones hechas dentro del grupo de aminoacidos
béasicos (arginina, lisina e histidina), aminoacidos acidos (4cido glutamico y é&cido aspartico), aminoacidos
polares (glutamina y asparagina), aminoéacidos hidrofébicos (leucina, isoleucina y valina), aminoacidos
aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina), y pequefios aminoacidos (glicina, alanina, serina, treonina y
metionina). Las sustituciones de amino&cidos que en general no alteran la actividad especifica se conocen en
la técnica y se describen, por ejemplo, por Neurath and Hill (1979). Los intercambios que se presentan més
comUnmente son Ala/Sar, Vaiflle Asp/Glu, ThriSer, AlafGli, AlafThr, Ser/Asn, AlaiVal, Ser/Gli, Tyr/Phe, Ala/Pro,
LysiArg, Asp/Asn, Leudile, Leud al, Ala/Glu, y Asp/Gil

Ademas de los 20 aminoacidos estandar, los aminoacidos no estandar (tales como, 4-hidroxiprolina, 6-N-
metilisina, acido 2-aminoisobutirico, isovalina, y alfa-metilserina) se pueden sustituir por residuos de
aminoécidos de un polipéptido tipo silvestre. Un numero limitado de aminoécidos no conservadores, los
aminoécidos que no estan codificados por el cédigo genético, y los aminoécidos no naturales se pueden
sustituir por residuos de aminoacidos. Los “aminoacidos no naturales”’, se han modificado después de la
sintesis de proteinas, y/o tienen una estructura quimica en sus cadenas laterales diferente de los aminoécidos
estandar. Los aminoacidos no naturales se pueden sintetizar quimicamente y preferiblemente, estan
disponibles comercialmente, e incluyen acido pipecdlico, acido tiazolidincarboxilico, deshidroprolina, 3- y 4-
metilprolina, y 3,3-dimetilprolina.

Los aminoacidos esenciales en una alfa y/o beta defensina de mamifero se pueden identificar segun los
procedimientos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis sitio-dirigida 0 mutagénesis de exploracion
con alanina (Cunningham and Wells, 1989, Science 244: 1081-1085). En la Ultima técnica, se introducen
mutaciones individuales de alanina en cada residuo en la molécula, y las moléculas mutantes resultantes se
prueban para actividad biolégica (es decir, la actividad contra la hiperreactividad de las vias respiratorias o las
citoquinas de supresidn por ejemplo, la actividad de TNF-alfa) para identificar los residuos de aminoéacidos que
sean decisivos para la actividad de la molécula. Véase también, Hilton et al,, 1996, J. Biol. Chem. 271: 4699-
4708. Las identidades de aminoacidos esenciales también se pueden deducir a partir de analisis de identidades
con polipéptidos que estén relacionados con las defensinas alfa y/o beta de mamifero (véase el alineamiento
Clustal W en la Figura 3).
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Las sustituciones de aminoacidos individuales o mdultiples se pueden realizar y probar utilizando métodos
conocidos de mutagénesis, recombinacién y/o recombinacion al azar, seguida por un procedimiento relevante
de seleccion, tales como aquellos descritos por Reidhaar-Olson and Sauer, 1988, Science 241: 53-57; Bowie
and Sauer, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86. 2152-2156; la WO 95/17413; o la WO 95/22625. Otros
métodos que se pueden utilizar incluyen PCR propensa a errores, exhibicién de fagos (por ejemplo, Lowman
etal, 1991, Biochem. 30:10832-10837; Patente de los US No. 5,223,409; WO 92/06204) y mutagénesis region
dirigida (Derbyshire et al, 1986, Gene 46:145; Ner et al., 1988, DNA 7:127). Cuando el resultado de una
sustitucién determinada no se pueda predecir con certeza, los derivados se pueden ensayar facilmente segun
los métodos descritos en la presente en lo anterior para determinar la presencia o ausencia de actividad
biolégica.

Defensinas de accién prolongada

La vida media de a--defensina para su uso segun la reivindicacién 1 se puede extender al fusionar o conjugar
la B-defensina con otra porcién o molécula es decir, construir una a- o p-defensina biolégicamente activa de
accién prolongada vinculada a una farmacéuticamente aceptable que proporcione una vida media en plasma
in vivo de la B-defensina, que se aumenta sustancialmente en comparacién con la vida media en plasma in
vivo de la B-defensina no conjugada administrada de la misma forma que la B-defensina conjugada.

Una defensina biolégicamente activa de accidén prolongada para su uso segun la reivindicacién 1 puede estar
vinculada a una molécula farmacéuticamente aceptable seleccionada de una molécula que tenga una unién al
receptor Fc neonatal (FcRn), transferrina, albimina (HAS), XTEN® o PEG, un polimero de homo-aminoécido
(HAP), un polimero de prolina-alanina-serina (PAS), o un péptido similar a elastina (ELP), &cido hialurénico, un
péptido bastante siasilado cargado negativa tal como el péptido carboxi-terminal (CTP) de la cadena B de
gonadotropina coridnica (CG), IgG humana, y CH3 (CH2)aCO- en donde n es de 8 a 22.

Las defensinas para su uso segun la reivindicaciéon pueden estar vinculadas a la molécula farmacéuticamente
aceptable en diversas formas como se describe en la bibliografia de la técnica anterior, tal como sin limitacién
un acoplamiento quimico a través de un enlazante bifuncional, al acoplar la N-terminal o la C-terminal de las
defensinas para su uso segln la reivindicacion 1 a la molécula farmacéuticamente aceptable, tal como
albumina o un analogo de albumina. En particular, la N-terminal de la albdmina o un analogo de albdmina, por
ejemplo, la albimina humana, se pueden acoplar a la C-terminal de una a-defensina para uso segln la
reivindicacién 1, o la N-terminal de una defensina de la reivindicacién 1; o la C-terminal de albdmina, por
ejemplo, la albiumina humana, se puede acoplar a la C-terminal de una a-defensina para su uso seguln la
reivindicacién 1, o la N-terminal de a- o B-defensina. Una secuencia enlazante se puede insertar entre la
albumina y la cadena de a-defensina para su uso segun la reivindicacion 1.

La defensina para su uso segun la reivindicacién 1 puede estar enlazado a la molécula farmacéuticamente
aceptable a través de un enlazante estable o un enlazante mas labil. Se conocen en la técnica diversos
enlazantes, entre los que se incluyen moléculas PEG bifuncionales (por ejemplo, véase, Paige ot al,
Pharmaceutical Resaarch, vol. 12, no. 12, 1895), enlazantes hidrolizables (Shechter of al. Bioconjugate Chem.
2005, 18: 913-020 y International Journal of Peptide Research and Therapeutics, Vol 13, Nos. 1-2, Junic de
2007 y WO2008085479), PDPH v EMCH véase ejemplo, en la W02010092135. En el caso especial donde la
conjugacién quimica (enlazamiento de dos 0 mas moléculas) de la defensina, a la molécula farmacéuticamente
aceptable, reduce fuertemente la actividad funcional de la defensina, se puede preferir utilizar un enlazante
méas labil que pueda liberar el agonista funcional de defensina para su uso en la reivindicacién 1.

La extensién de la vida media también se puede llevar a cabo a través de la acilacién de la estructura del
péptido con un separador, por ejemplo, un separador de y-L-glutamilo y una cadena de di-acido graso de C-18
a lisina. La cadena del sitio di-acido y el separador media una unién fuerte aunque reversible a albumina,
disminuyen la liberacion del sitio de inyeccién y reducen el aclaramiento renal.

Métodos y Usos

Se encontrd que la beta defensina 2 humana seré capaz de reducir las hiperreactividad de las vias respiratorias;
aumentar la compliancia pulmonar; reducir la inflamacién pulmonar; reducir el conteo de neutréfilos BALF,
eosindfilos y macréfagos, asi como reequilibrar el sistema inmunitario con la normalizacién de las
concentraciones de IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10 e IL-13 evitando una tormenta de citoquinas;
mostrando con esto una potente actividad al igual que un medicamento para la prevencién o tratamiento de
afecciones inflamatorias de los pulmones, tales como asma y EPOC.

Sorprendentemente, se ha encontrado que la administraciéon oral de las defensinas es efectiva para tratar
afecciones inflamatorias del pulmén. Esto es inesperado, ya que se sabe que hBD2 no se absorbe desde del
intestino, como se demuestra en el Ejemplo 4 de la actual descripcién. Una ventaja de esta observacién es que
los pacientes con capacidad comprometida de la respiracién pueden tomar su medicamento de defensina
oralmente. También se espera que los pacientes enfermos gravemente, tales como los pacientes en
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ventiladores médicos y los pacientes en estado asmatico se pueden tratar mediante la administracion
parenteral de al menos una defensina.

Preferiblemente, la administracién es oral. La administracion oral es ventajosa para pacientes con respiracion
comprometida o pacientes que estén experimentando ventilacién médica.

En otro aspecto, se proporcionan los métodos para el tratamiento de asma, tal como asma intermitente leve,
asma persistente leve, asma persistente moderada, asma persistente grave, asma eosinofilica, asma
neutrofilica, asma refractaria esteroidea, estado asmético, , bronquiectasia, o EPOC, , al administrar una
cantidad efectiva de una defensina seleccionada del grupo que consiste en hBD-2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2
truncado (SEQ ID NO: 7) o una variante funcionalmente equivalente de la misma que difiere en 1 a 4
aminoacidos en comparacidén con hBD-2 (SEQ ID NO: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) a un sujeto que
necesite dicho tratamiento mediante la administracién intrapulmonar o la administracién oral..

Los métodos proporcionados pueden tratar o prevenir asma, bronquiectasias, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) o enfisema al reducir la migracién de glébulos blanco, por ejemplo, neutréfilos,
eosindfilos y macréfagos en BALF. La administracién de hBD2 ha probado que sera efectiva para reduccién
en particular los neutréfilos y macréfagos en BALF. Los usos segun la reivindicaciéon 1 también reequilibran el
sistema inmunitario, normalizando la produccién de citoquinas de por ejemplo, IFN-y, TNF-q, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-9, IL-10 e IL-13 en un homogenado de tejido pulmonar evitando o tratando con esto una tormenta de
citoquinas en un sujeto afectado por una de dichas afecciones de la reivindicacién 1 como se describe en la
presente. Preferiblemente, los usos resultan en una produccién reducida de citoquinas en donde la citoquina
es el IFN-y, TNF-q, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 o IL-13. En particular, los métodos pueden reducir la cantidad de
IFN-y, TNF-q, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. La cantidad de citoquinas se puede determinar en una biopsia de pulmdn
o en BALF.

Ademas, los usos segun la reivindicacién 1 pueden reducir la hiperreactividad de las vias respiratorias y
aumentar la compliancia pulmonar en un sujeto afectado por una asma, bronquiectasias, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) o enfisema como se describe en la presente.

Los usos segln la reivindicacién 1 proporcionados pueden tratar o prevenir la inflamacién pulmonar al cambiar
los fenotipos bacterianos a través de un cambio en el nivel transcripcional asi como la estructura y composicion
de la flora bacteriana de los pulmones o el metaboloma pulmonar de un sujeto afectado por una de las
afecciones como se describe en la presente.

Sin estar limitados por la teoria, los efectos observados utilizando la administracién oral se pueden atribuir a
un cambio en la microflora intestinal y el metaboloma intestinal que pueden tener un efecto sobre los pulmones
a través del denominado eje intestino-pulmén.

Los trastornos crénicos del pulmén tales como asma, EPOC Yy fibrosis quistica todos exhiben un componente
de manifestacién de enfermedad intestinal que indica que existe una diafonia vital entre estos dos sitios
mucosos del cuerpo humano y una variedad de enfermedades respiratorias se han asociado con una disbiosis
no sélo de la microbiota de las vias respiratorias sino que también de la microbiota intestinal (Marsland et al,
2015). El parto por cesarea reduce la diversidad y altera la composicién de la microbiota intestinal al principio
de la vida y esta vinculado al mismo tiempo a una predisposicién hacia el asma durante la nifiez (Jakobsson et
al, 2014). Se ha encontrado que la exposicién en los primeros afios a microorganismos ambientales sera
protector contra el asma (Ege et al, 2011), mientras que la exposicién a antibidticos en los primeros afios asi
como antes del nacimiento aumenta el riesgo de asma alérgica (Marra et al 2009). La relacidn inversa entre
infecciones de la nifiez y el desarrollo de asma y alergias se ha reconocido durante afios, originado la “hip6tesis
de higiene”; de que una disminucién de exposiciones infecciosas temprana en la vida da por resultado en una
tolerancia trastornada y una patologia autoinmune aumentada (Herencia-Karp et al, 2001). Una hipétesis
complementaria es que las perturbaciones en la composiciéon de la microbiota gastrointestinal debidas al uso
de antibiéticos y a una dieta deficiente (baja en fibras, alta en azlcares) en las zonas occidentalizadas han
interrumpido los mecanismos mediados de la microbioma gastrointestinales de la tolerancia de las mucosas.

Los microbios comensales calibrar las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas e impactan los umbrales
de activacién para estimulaciones patégenos, en gran medida al producir pequefias moléculas que median las
interacciones microbianas del hospedero (Donia and Fishback, 2015). Mientras que la barrera epitelial asegura
que los microorganismos se confinen en gran medida al intestino, los metabolitos microbianos pueden penetrar
la barrera epitelial, permitiendo que entren y se acumulen en el sistema circulatorio del hospedero donde se
detectan por las células inmunitarias (Dorrestein et al., 2014). Trompette et al., 2013 demostraron en ratones
que las fibras fermentables en la dieta cargaron la composicién no sélo del intestino, sino que también la
microbiota pulmonar, en particular, la proporcion de Firmicutes a Bacteriodetes, lo Ultimo conduciendo a niveles
aumentados locales y sistémicos de Acidos Grasos de Cadena Corta, los cuales a su vez influyen en la
hematopoyesis de Células Dendriticas y la funcionalidad conformando asi el entorno inmunolégico en el
pulmén e influyendo en la gravedad de la inflamacién alérgica. Schirmer et al., demostraron Human Functional
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Genomics Project que la variacién interindividual en la respuesta a citoquinas est vinculada a organismos
microbianos especificos, asi como las funciones microbianas. La mayoria de las asociaciones detectadas
fueron tanto las citoquinas como el estimulo especifico, lo que sugiere que el sistema inmunitario reconoce e
interactia con los organismos microbianos y los productos con alta especificidad y que estos factores
microbianos estan asociados con un fenotipo inmunolégico particular. La capacidad de produccién de TNF-a e
IFN-y parece ser estar influido en mayor medida por el microbioma, mientras que otras citoquinas tales como
IL-1B, IL-6 y Th17, IL-17 e IL-22 derivados exhibieron menos asociaciones, aunque mas especificas con la
microbiota intestinal.

Un aspecto adicional proporciona los métodos para la prevenciéon o tratamiento de asma, tal como asma
intermitente leve, asma persistente leve, asma persistente moderada, asma persistente grave, asma
eosinofilica, asma neutrofilica, asma refractaria esteroidea, estado asmatico, bronquiectasia, EPOC mediante
la administracién de una cantidad efectiva de a-defensina seleccionada del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ
ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) o una variante funcionalmente equivalente de la misma que difiere
en 1 a4 aminoacidos en comparacion con hBD-2 (SEQ ID NO: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) a un sujeto
que necesite de este tratamiento, comprendiendo el método la administracién oral o intrapulmonar de dicha
defensina. En una realizacién preferida, el asma es asma refractario de esteroides. En una realizacion, la
administracién es oral, bucal, sublingual, intratraqueal, intrapulmonar, o intranasal. Preferiblemente, la
administraciéon es oral o intrapulmonar. La administracién oral puede ser ventajosa para pacientes con
respiracién comprometida o que estén experimentando ventilacién médica.

Los métodos de tratamiento descritos en la presente se pueden tratar mediante la administracién de una
composicién que comprende al menos una defensina seleccionada del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID
NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) o una variante funcionalmente equivalente de la misma que difiere en
1 a 4 aminoacidos en comparacién con hBD-2 (SEQ ID NO: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) en
combinacién con ya sea glucocorticoides, beta-agonistas, antagonistas del receptor de leucotrienos, teofilina,
antibiéticos, rifaximina, quimio o inmunoterapia, inmunosupresores, prebiéticos, probibticos, triptéfano, acidos
grasos de cadena corta, HNP-1, HNP-2, HNP-3, HNP-4, catelicidina, lactoferrina, lactoferricina, lisozima,
trasplantes fecales o una combinacién de éstos. Las defensinas para su uso en la reivindicacién 1 se pueden
utilizar para aliviar uno 0 més sintomas de los antibiéticos, quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia, o terapia
inmunosupresora. Las defensinas para su uso segun la reivindicacién 1 se pueden administrar por separado o
junto con una o mas de estas terapias. Las defensinas para su uso segun la reivindicacién 1 también se pueden
administrar junto con otros medicamentos que se pueden utilizar para tratar asma. Dentro de los usos de la
reivindicacién los métodos descritos se pueden utilizar para el tratamiento, prevencién o normalizacién de una
microbiota disbiética/metaboloma en el pulmén de un sujeto que haya experimentado o esté experimentando
un tratamiento con antibiéticos o quimioterapia o inmunoterapia o una terapia inmunosupresora o una terapia
por radiacidn, u otro tratamiento que tenga efectos negativos sobre el pulmdn o la microbiota intestinal. La
normalizacién de la microbiota en el pulmén puede incluir estimular la poblacién de bacterias pulmonares que
pertenecen a los géneros Bactaroidetes, Firmicutes, y Proteabactaria con la microbiota central que consiste en
Pseudomonas, Streptococcus, Prevotella, Fusobacteria, Veillonella, Haemophilus, Neisseriay Porphyromonas.

La normalizacién de la microbiota pulmonar también puede implicar cambiar el metaboloma a uno que produzca
relativamente mas triptéfano y/o butirato y relativamente menos acetato.

El sujeto que seré tratado puede tener sintomas asméticos <2 veces a la semana, tal como sintomas diarios,
tal como sintomas continuos.

El sujeto que seré tratado puede tener ataques asmaticos de intensidad variable, tales como ataques que
afecten la actividad, tales como ataques que limiten la actividad fisica, y/o sintomas asmaticos en la noche >2
veces al mes, tales como >2 veces a la semana que duran por dias, tales como sintomas nocturnos frecuentes.

En una realizacidn, el sujeto que sera tratado tiene un volumen espiratorio forzado a 1 segundo (FEV1) <80 %,
tal como una FEV1 del 60-80 %, tal como un FEV1 <60 % del valor predicho.

Ademas, el sujeto puede tener una velocidad de flujo espiratorio pico PEFR con una variabilidad de >20 %, tal
como una variabilidad PEFR del 20-30 %, tal como una variabilidad PEFR >30 %, tal como una variabilidad
PEFR >60 %.

El sujeto que necesita del tratamiento proporcionado por los métodos descritos puede presentar uno o0 mas de
los siguientes sintomas antes del tratamiento:

Intermitente leve:
- sintomas <2 veces a la semana

- asintomatico y velocidad de flujo pico normal (PEFR) entre ataques
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- los ataques son breves con intensidad variable

- sintomas nocturnos <2 veces en un mes

- flujo espiratorio forzado en 1 segundo (FEV1) o PEFR >80 % de prediccién
- variabilidad PEFR <20 %

Persistente leve:

- sintomas >2 veces a la semana, aunque <1 vez al dia

- las exacerbaciones pueden afectar la actividad

- sintomas nocturnos > 2 veces en un mes

- FEV1 >80 % de lo predicho

- variabilidad PEFR entre el 20 % y el 30 %

Persistente moderada:

- sintomas diarios

- uso de beta agonistas de accién rapida diariamente

- los ataques afecta la actividad

- exacerbaciones >2 veces a la semana y pueden durar por dias
- sintomas nocturnos >1 vez a la semana

- FEV1 mayor del 60 % pero menor del 80 % de lo predicho

- variabilidad PEFR >30 %

Persistente severo:

- sintomas continuos

- actividad fisica limitada

- exacerbaciones frecuentes

- sintomas nocturnos frecuentes
- FEV1 <60 % de lo predicho

- variabilidad PEF >60 %

En una realizacion, el tratamiento da por resultado en una mejora de al menos un sintoma de tal forma que un
sujeto tratado cambie de persistente severo a persistente moderado, persistente leve, a intermitente leve. El
tratamiento puede dar por resultado en una mejora de los sintomas para que un sujeto tratado cambie de
persistente moderado, a persistente leve, o intermitente leve, o de persistente leve a intermitente leve.

Sintesis in vitro

Las defensinas para su uso segun la reivindicacién 1 se pueden preparar mediante sintesis in vitro, utilizando
métodos convencionales como se sabe en la técnica. Estdn disponibles diversos aparatos sintéticos
comerciales, por ejemplo los sintetizadores automatizados de Applied Biosystems Inc., Beckman, etc. al utilizar
sintetizadores, los aminoacidos de origen natural se pueden sustituir con aminoacidos no naturales, en
particular de isémeros D (o formas D), por ejemplo D-alanina y D-isoleucina, diastereoisémeros, cadenas
laterales que tienen diferentes longitudes o funcionalidades, similares. La secuencia particular y forma de
preparacién se determinardn por conveniencia, economia, pureza requerida, similares. El enlazamiento
quimico se puede proporcionar a diversos péptidos o proteinas que comprenden funcionalidades convenientes
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para unién, tales como los grupos amino para la formacién de amidas o aminas sustituidas, por ejemplo,
aminacion reductiva, grupos tiol para la formacién de tioéter o disulfuro, grupos carboxilo para la formacién de
amidas, similares. Si se desea, se pueden introducir varios grupos en el péptido durante la sintesis o durante
la expresién, lo cual permite el enlazamiento a otras moléculas o a una superficie. De esta forma, las cisteinas
se pueden utilizar para producir tioéteres, histidinas para enlazamiento a un complejo de iones metalicos,
grupos carboxilo para formar amidas o ésteres, grupos amino para formar amidas, similares.

Las defensinas para su uso segun la reivindicacién 1 también se pueden aislar y purificar segin los métodos
convencionales de la sintesis recombinante. La sintesis recombinante se puede realizar utilizando vectores de
expresién adecuados y un sistema de expresién eucariota o procariota. Se puede preparar una solucién del
hospedero de expresién y los medios y las defensinas presentes purificadas utilizando HPLC, cromatografia
por exclusién, electroforesis en gel, cromatografia por afinidad, u otra técnica de purificacion. Los métodos para
la expresién recombinante de la beta defensina-2 humana en E. coli se describen en el documento WO
2010/007166 (Novozymes).

Las defensinas alfa y beta de los mamiferos también pueden inducirse mediante la administracién del ARNm
correspondiente.

Dosificaciones

Defensinas seleccionadas del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7)
0 una variante funcionalmente equivalente de la misma que difiere en 1 a 4 aminoacidos en comparacién con
hBD-2 (SEQ ID NO: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7), preferiblemente se emplean en composiciones
farmacéuticas para su uso en un método de tratamiento y/o prevencién como se describe en la reivindicacién
1 en una cantidad para el tratamiento de asma intermitente leve, asma persistente leve, asma persistente
moderada, asma persistente grave, asma eosinofilica, asma neutrofilica, asma refractaria esteroidea, estado
asmatico, bronquiectasia, EPOC preferiblemente con toxicidad aceptable para el paciente. Las defensinas
seleccionadas del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) o una variante
funcionalmente equivalente de la misma que difiere en 1 a 4 aminoacidos en comparacién con hBD-2 (SEQ ID
NO: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7), se pueden emplear en composiciones farmacéuticas para su uso en
un método de tratamiento y/o prevencién como se describe en la reivindicacién 1 en una cantidad que sea
efectiva para mantener una composicién de microbiota normal en el pulmén y/o el intestino o para tratar o
normalizar una microbiota disbiética en el pulmén y/o el intestino, preferiblemente con una toxicidad aceptable
para el paciente que necesite del tratamiento.

Para estos tratamientos, por supuesto, la dosificacidén adecuada, variard dependiendo de, por ejemplo, la
naturaleza quimica y los datos farmacocinéticos de un compuesto utilizado, el hospedero individual, el modo
de administracién y la naturaleza y gravedad de las afecciones que serén tratadas.

Sin embargo, en general, para resultados satisfactorios en mamiferos, por ejemplo seres humanos, una
dosificacion diaria indicada de una alfa defensina humana preferiblemente es de aproximadamente 0.1 mg
HD5/kg de peso corporal hasta aproximadamente 10 mg de peso HD5/kg de peso corporal, més
preferiblemente de aproximadamente 0.5 mg HD5/kg de peso corporal hasta aproximadamente 10 mg HDS/kg
de peso corporal; tal como 1 mg HD5/kg de peso corporal hasta 10 mg de peso HD5/kg de peso corporal, mas
preferiblemente de aproximadamente 1.2 mg HD5/kg de peso corporal hasta aproximadamente 10 mg HDS/kg
de peso corporal, preferiblemente de aproximadamente 1.2 mg HD5/kg de peso corporal hasta
aproximadamente 5 mg HD5/kg de peso corporal, incluso méas preferiblemente 1.2 mg HD5/kg de peso
corporal, por ejemplo, administradas en dosis divididas de hasta una, dos o tres veces al dia.

En una realizacién, una dosificacién diaria indicada de una beta defensina humana preferiblemente es de
aproximadamente 0.1 mg hBD-2/kg de peso corporal hasta aproximadamente 10 mg hBD-2/kg de peso
corporal, méas preferiblemente de aproximadamente 0.5 mg hBD-2/kg de peso corporal hasta aproximadamente
10 mg hBD-2/kg de peso corporal; preferiblemente 1 mg hBD-2/kg de peso corporal hasta 10 mg hBD-2/kg de
peso corporal, més preferiblemente de aproximadamente 1.2 mg hBD-2/kg de peso corporal hasta
aproximadamente 10 mg hBD-2/kg de peso corporal, preferiblemente de aproximadamente 1.2 mg hBD-2/kg
de peso corporal hasta aproximadamente 5 mg hBD-2/kg de peso corporal, incluso méas preferiblemente 1.2
mg hBD-2/kg de peso corporal, por ejemplo, administradas en dosis divididas de hasta una, dos o tres veces
al dia.

Cuando se administran dos defensinas diferentes en una dosificacién, la dosificacién puede comprender
cantidades iguales o aproximadamente iguales de dos defensinas determinadas sobre una base en peso o
sobre una base molar. La proporcién también puede diferir de tal forma que la proporcién de alfa-defensina a
beta-defensina varie de 10:1 hasta 1:10, tal como de 5:1 hasta 1:5, por ejemplo de 2:1 hasta 1:2 determinada
sobre una base en peso o molar.

La defensina seleccionada del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7)
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0 una variante funcionalmente equivalente de la misma que difiere en 1 a 4 aminoacidos en comparacién con
hBD-2 (SEQ ID NO: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7)se pueden administrar a mamiferos, por ejemplo seres
humanos, mediante modos de administracién similares a dosificaciones similares que las utilizadas
convencionalmente.

En una realizacién, los métodos se proporcionan como se describe en la presente, en donde la dosificacion
diaria es entre 0.1 y 10 mg de defensina/kg, tal como entre 0.5 y 5 mg de defensina/kg, tal como entre 1y 2
mg de defensina/kg, tal como 1.2 mg de defensina/kg por dia.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de las realizaciones preferidas pueden incluir una
alfa defensina de mamifero y una defensina para su uso segun la reivindicacién 1, tal como una cantidad de
aproximadamente 0.5 mg o menos de aproximadamente 1500 mg o més por forma de dosificaciéon unitaria,
preferiblemente de aproximadamente 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, o 0.9 mg hasta aproximadamente 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900, ¢ 1000 mg, y mas preferiblemente de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,
6,7, 8,9, 10, 15, 20, a 25 mg hasta aproximadamente 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, e
100 mg. En otras realizaciones, la alfa defensina opcional y las beta defensinas de la reivindicacién 1 pueden
estar presentes en cantidades iguales en base a la molaridad o en base a mg/mL.

En una realizacion, la alfa y la beta defensina de mamifero opcional para su uso segun la reivindicacién 1 se
administra al menos una vez al dia, tal como al menos dos veces al dia, por ejemplo al menos 3 veces al dia
o continuamente.

En una realizacién, la alfa y la beta defensina de mamifero opcional de la reivindicacién 1 se administra
intrapulmonar mediante ventilacién mecénica continua en un paciente sobre un ventilador externo.

Formulaciones para la administracién oral o parenteral

En una realizacién, la administracién de al menos una defensina seleccionado del grupo que consiste en: hBD-
2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) o una variante funcionalmente equivalente del mismo que
difiere en 1 a 4 aminoécidos en comparacién con hBD-2 (SEQ ID NO.: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO.: 7),
segun los métodos descritos, en general es intranasal. La administracién intranasal es normal para un
suministro de medicamentos pulmonar.

En una realizacién, la administracién de al menos una a-defensina seleccionado del grupo que consiste en
hBD-2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) o una variante funcionalmente equivalente de la misma
que difiere en 1 a 4 aminoacidos en comparacién con hBD-2 (SEQ ID NO.: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO.:
7), segun los métodos descritos, es oral.

En algunas realizaciones, las composiciones de realizaciones preferidas pueden formularse tal como un
liofilizado, utilizando excipientes apropiados que proporcionen estabilidad como un liofilizado, y posteriormente
después de la rehidratacion. Las composiciones farmacéuticas que contienen una defensina seleccionada del
grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) o una variante funcionalmente
equivalente de la misma que difiere en 1 a 4 amino&cidos en comparacién con hBD-2 (SEQ ID NO: 2) o hBD-
2truncado (SEQ ID NO: 7), se pueden fabricar de acuerdo con métodos convencionales, por ejemplo, mediante
procesos de mezclado, granulado, recubrimiento, disolucién o liofilizacion. En una realizacion preferida, las
composiciones farmacéuticas que contienen una defensina seleccionada del grupo que consiste en: hBD-2
(SEQ ID NO: 2), hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) o una variante funcionalmente equivalente de la misma que
difiere en 1 a 4 aminoacidos en comparacién con hBD-2 (SEQ ID NO.: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO.: 7)
se formulan como una solucién estéril e isotonica. Los portadores y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables
estan familiarizados con aquellos expertos en la técnica. Para las composiciones formuladas como soluciones
liquidas, los portadores y/o diluyentes aceptables incluyen solucién salina y se debe incluir agua estéril, y la
composicién opcionalmente puede incluir antioxidantes, tampones, bacteriostatos y otros aditivos comunes.

La defensina seleccionada del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7)
0 una variante funcionalmente equivalente de la misma que difiere en 1 a 4 aminoacidos en comparacién con
hBD-2 (SEQ ID NO: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) se puede formular en una amplia variedad de
formulaciones para administracién oral. Las preparaciones en forma sélida pueden incluir polvos, tabletas,
gotas, cépsulas, sellos, pastillas, y granulos dispersables. Otras formas adecuadas para administracién oral
pueden incluir preparaciones en forma liquida que incluyen emulsiones, jarabes, elixires, soluciones acuosas,
suspensiones acuosas, pasta de dental, dentifrico en gel, goma de mascar, o preparaciones en forma sélida
que estén destinadas para ser convertidas poco antes de utilizarse a preparaciones en forma liquida, tales
como soluciones, suspensiones y emulsiones.

El compuesto defensina seleccionado del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ

ID NO: 7) o una variante funcionalmente equivalente del mismo que difiere en 1 a 4 aminoécidos en
comparaciéon con hBD-2 (SEQ ID NO: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) se puede formular en una amplia
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variedad en formulaciones para administracién intranasal. La formulacién puede contener portadores,
materiales de relleno, desintegradores, acondicionadores de flujo, azlcares y edulcorantes, fragancias,
conservadores, estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes, solubilizadores, sales para regular la
presién osmética, tampones, diluyentes, agentes dispersantes y tensioactivos, aglutinantes, lubricantes, y/u
otros excipientes farmacéuticos como se sabe en la técnica. Un experto en la técnica puede formular ademas
una defensina seleccionada del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID NO:
7) o una variante funcionalmente equivalente de la misma que difiere en 1 a 4 aminoacidos en comparacion
con hBD-2 (SEQ ID NO: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) de una forma adecuada, y segun las practicas
aceptadas, tales como aquellas descritas en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Gennaro (1990).

Una defensina seleccionada del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID NO:
7) o una variante funcionalmente equivalente de la misma que difiere en 1 a 4 aminoacidos en comparacion
con hBD-2 (SEQ ID NO: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7), se pueden utilizar solas, o en terapias de
combinacién con uno, dos, o mas de otros compuestos farmacéuticos o sustancias farmacolégicas, por ejemplo
con glucocorticoides, B-agonistas, antagonistas del receptor de leucotrienos, teofilina, antibibticos,
quimioterapia o inmunoterapia o una combinacién de éstos y/o con uno o méas excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Administracion por vias respiratorias

La administracion por vias respiratorias se puede utilizar para administrar las composiciones de la descripcion.
Por administracién intrapulmonar se debe entender la administracién tépica a los pulmones. Cuando se utilizan
en la presente los términos “administracién intratraqueal, intrabronquial o intra-alveolar” incluye todas las
formas de esta terapia de administracidén con la cual se aplica una defensina en las traqueas, los bronquios o
los alvéolos, respectivamente, ya sea mediante la instilacién de una solucién de una defensina, al aplicar una
defensina en forma en polvo, o al permitir que una defensina alcance la porcién relevante de las vias
respiratorias mediante la inhalacién de una defensina como una solucién aerosolizada o nebulizada o una
suspensién o polvo inhalado o gel, con o sin estabilizantes agregados u otros excipientes.

Los métodos para administracién intrabronquial/alveolar incluyen, de manera enunciativa, lavado
broncoalveolar (BAL) segun los métodos bien conocidos por aquellos expertos en la técnica, utilizando como
un fluido de lavado una composicion fisiolégicamente aceptable en la cual se haya disuelto una defensina o de
hecho mediante cualquier otra forma efectiva de administracién intrabronquial incluyendo el uso de polvos
inhalados que contengan defensinas en forma seca, con o sin excipientes, o la aplicacién directa de una
defensina, en solucién o suspensién o en forma de polvo durante una broncoscopia. Los métodos para
administracion intratraqueal incluyen, de manera enunciativa, lavado traqueal ciego con una solucién similar
de defensinas disueltas 0 una suspensién de defensina, o la inhalacién de gotitas de fluido nebulizadas que
contengan defensinas disueltas o una suspensiéon de defensina obtenida por el uso de cualquier aparato
nebulizador adecuado para este fin.

En otra realizacién, la administracidn intratraqueal, intrabronquial, o intra-alveolar no incluye la inhalacién del
producto sino mas bien la instilacién o aplicacién de una solucién de una defensina o un polvo o un gel que
contenga la defensina en la traquea o las vias respiratorias inferiores.

Otros métodos de administracion preferidos pueden incluir la utilizacién de los siguientes dispositivos:

1. Nebulizadores presurizados utilizando una mezcla de aire/oxigeno comprimidos
2. Nebulizadores ultrasénicos

3. Nebulizadores con microbomba electrénica

4. Inhalador de dosificacién medida (MDI)

5. Sistemas inhaladores de polvo seco (DPI),

El aerosol puede se puede suministrar via a) mascarillas o b) via tubos endotraqueales en pacientes intubados
durante una ventilacién mecénica (dispositivo 1, 2 y 3). Los dispositivos 4 y 5 también se pueden utilizar por el
paciente sin la ayuda proporcionada ya que el paciente tiene la capacidad para auto-activar el dispositivo de
aerosol.

Las concentraciones preferidas para una solucién que comprende una defensina y/o los homélogos o variantes
funcionales de una defensina estan en la variacion de aproximadamente 0.1 mg hasta 1000 mg por ml de
solucién, tal como en la variacién de aproximadamente 0.1 mg hasta 250 mg por ml de solucién.

Composicién farmacéutica para administracién intrapulmonar
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Las composiciones o formulaciones farmacéuticas para utilizarse en la presente descripcién incluyen una
defensina seleccionado del grupo que consiste en: hBD-2 (SEQ ID NO: 2) hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) o
una variante funcionalmente equivalente del mismo que difiere en 1 a 4 aminoacidos en comparacién con hBD-
2 (SEQ ID NO: 2) o hBD-2 truncado (SEQ ID NO: 7) en combinacién con, preferiblemente disuelta en, un
portador farmacéuticamente aceptable, preferiblemente un portador o diluyente acuoso, o llevada a las vias
respiratorias inferiores como una preparacién pegilada o como una preparacién liposémica o de nanoparticulas
administrada como un aerosol via inhalacién, o como un fluido de lavado administrado via un broncoscopio
como un lavado broncoalveloar o como un lavado intratraqueal ciego. Se pueden utilizar una variedad de
portadores acuosos, entre los que se incluyen de manera enunciativa, solucién salina al 0.9 %, solucidn salina
amortiguada, tampones fisiolégicamente compatibles similares. Las composiciones se pueden esterilizar
mediante técnicas convencionales bien conocidas por aquellos expertos en la técnica. Las soluciones acuosas
resultantes se pueden envasar para utilizarse o se filtran bajo afecciones asépticas y se liofilizan, la preparacion
liofilizada se disolveréd en una solucién acuosa estéril antes de la administracion.

En una realizacién la preparacién de defensina liofilizada se puede pre-envasar por ejemplo, en unidades
individuales de dosificacién. En una realizacién incluso mas preferida, la unidad de dosificacién individual se
ajusta al paciente.

Las composiciones pueden contener sustancias o adyuvantes auxiliares farmacéuticamente aceptables,
incluyendo, sin limitacién, agentes para ajustar el pH y amortiguadores y/o agentes para ajustar la tonicidad,
tales como por ejemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de
calcio, etc.

Las formulaciones pueden contener portadores y excipientes farmacéuticamente aceptables, entre los que se
incluyen microesferas, liposomas, microcapsulas, nanoparticulas o lo semejante.

Los liposomas convencionales tipicamente estan compuestos de fosfolipidos (neutros o cargados
negativamente) y/o colesterol. Los liposomas son estructuras vesiculares basadas en bicapas lipidicas que
circundan compartimentos acuosos. Pueden variar en las propiedades fisicoquimicas tales como tamafio,
composicién de lipido, carga superficial y nimero y fluidez de las bicapas de fosfolipidos. Los lipidos utilizados
con mayor frecuencia para la formacién de liposomas son: 1,2-Dilaurcil-sn-Glicera-3-Fosfocolina (DLPC), 1,2-
Dimiristoil-an-Ghicero-3-Fosfecclina (DMPC), 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-Fosfocoling (DPPC), 1,2-Distearcil-
sn-Glicero-3-Fosfocotina (DSPC), 1,2-Diclecil-sn-Glicare-3-Fosfoceoling (DOPC), 1,2-Dinvristoil-gn-Glicere-3-
Fosfostanolamina {DMPE), 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-Fosfoetanclamina (DPPE), 1,2-Diclecii-sn-Glicere-3-
Fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-Dimiristoil-sn-Glicero-3-Fosfato (Sal monosddica) (DMPA), 1,2-Dipaimitoi-sn-
Glicern-3-Fosfato (Sal Monosodica) (DPPA), 1,2-Diciecil-sn-Glicero-3-Fosfato {(Sal monosddica) (DOPA}, 1,2-
Rimiristoil-sn-Glicere-3-[Fosfo-rac<{1 ~glicerol}] (8al s¢dica) (DMPG), 1,2-Dipalmiteil-sn-Glicere-3-[Fosfe-rac-{1
-glicerol)] (Sal sddica) (CPPG), 1,2-Diolecil-sn-Glicero-3-[Fosfo-rac-{1-glicerol)] (Sal sbdica} (DOPG), 1,2-
Dimiristoil-sn-Glicerc-3-{Fosfo-L-Serina] (Sal sddica) (DMPS), 1.2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-[Fosfo-L-Sering)
{Sal sodica) (DPPE), 1,2-Dinlecil-sn-Glicerc-3-[Fosfo-L-Serina] {Sal sddica) (DOPS), 1,2-Dinlecil-sn-Gliceroe-3-
Fosfoetanolamina-N-{glutaril} (Sal sddica} y 1,122 -Tetramirisieil  Cardiolipina {Sal amdnica). Las

formulaciones compuestas de DPPC en combinacién con otros lipidos o modificadores de liposomas se
prefieren, por ejemplo, en combinacién con colesterol y/o fosfatidilcolina.

Los liposomas de circulacién prolongada se caracterizan por su capacidad para extravasarse en los sitios
corporales donde se aumenta la permeabilidad de la pared vascular. La forma mas popular de producir
liposomas de circulacién prolongada es unir el polietilenglicol (PEG) polimérico hidrofilico covalentemente a la
superficie externa del liposoma. Algunos de los lipidos preferidos son: 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-
Fosfoetanolamina-N-[Metoxi(Polietilenglicol)-2000] (Sal aménica), 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-
Fosfoetanolamina-N-[Metoxi(Polietilenglicol)-5000] (Sal aménica), 1,2-Dioleoil-3-Trimetilamonio-Propano (Sal
de cloruro) (DOTAP).

Los lipidos posibles aplicados para liposomas se suministran por Avanti, Polar Lipids, Inc, Alabaster, AL.
Adicionalmente, la suspensién de liposomas puede incluir agentes protectores de lipidos que protegen a los
lipidos contra el dafio por radicales libres y peroxidativos de lipidos en almacenamiento. Se prefieren
atenuadores de radicales libres lipofilicos, tales como alfa-tocoferol y quelantes hierro-especificos solubles en
agua, tales como ferrioxianina.

Estan disponibles una variedad de métodos para preparar liposomas, como se describe en, por ejemplo, Szoka
et al, Ann. Rev. Biophys. Biceng. 8:467 {1980), Patentes de los Estados Unidos Nos. 4,235,871, 4 501,728 y
4,837.028,. Otro método produce vesiculas multilamelares de tamafios heterogéneos. En este método, los
lipidos formadores de vesiculas se disuelven en un solvente organico adecuado o un sistema de solvente y se
secan bajo vacio o un gas inerte para formar una pelicula fina de lipidos. Si se desea, la pelicula se puede
volver a disolver en un solvente adecuado, tal como butanol terciario, y luego se liofiliza para formar una mezcla
méas homogénea de lipidos que esté en una forma similar a polvo que se puede hidratar mas faciimente. La
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pelicula esta cubierta con una solucién acuosa del medicamento dirigido y el componente de direccién y se
deja hidratar, tipicamente durante un periodo de 15-60 minutos con agitacién. La distribucion del tamafio de
las vesiculas multilamelares resultantes se puede desplazar hacia tamafios mas pequefios al hidratar los
lipidos bajo afecciones de agitacion mas vigorosas o al agregar detergentes solubilizantes tales como
desoxicolato.

Se forman micelas mediante tensioactivos (moléculas que contienen una porcién hidrofébica y uno o mas
grupos iénicos o de otra manera fuertemente hidrofilicos) en solucién acuosa.

En las micelas de |la presente invencidn se pueden utilizar tensioactivos comunes bien conocidos por un experto
en la técnica. Los tensioactivos adecuados incluyen laureato de sodio, oleato de sodio, laurilsulfato de sodio,
monododeciléter de octaoxietilenglicol, octoxinol 9 y PLURONIC F-127 (Wyandotte Chemicals Corp.). Los
tensioactivos preferidos son detergentes no i6nicos de polioxietileno y polioxipropileno compatibles con una
inyeccién IV tal como, TWEEN-80, PLURONIC F-68, n-octil-beta-D-glucopiranésido, similares. Ademés,
también se pueden utilizar para la formacién de micelas fosfolipidos, tales como aquellos descritos para
utilizarse en la produccién de liposomas.

Ejemplos

Ejemplo 1.

Para determinar y evaluar la eficacia de las beta-defensinas de mamifero en un modelo murino, con infeccién
inducida, enfermedad severa, inmune a esteroides, neutrofilica, alérgica de las vias respiratorias de asma
(figura 1).

Materiales y métodos

Régimen de tratamiento:

Ratones BALB/c hembra de 6-8 semanas de edad se sensibilizaron intraperitonealmente (IP) para 50 ug de
ovoalbumina con el adyuvante alum 1 mg en 200 L con solucién salina al 0.9 %. Los ratones se inocularon
intranasalmente (IN) con Ova en los dias 12-13 y los dias 33-34 (10 g en 50 pL de solucién salina estéril). En
el dia 14, los ratones se inocularon IN con el patégeno de ratén natural Chlamydia muridarum (Cmu: 100
unidades formadoras de inclusién, ATCCVR-123, 30 pL de tampén de sacarosa fosfato glutamato (SPG). Se
administré IN dexametasona (DEX) (2 mg/kg; fosfato 50 pL de solucidn salina amortiguada con fosfato (PBS))
en los dias 32-34 con inoculaciones de Ova, Se administré IN hBD-2 (5 mg/kg; 50 yL de solucién salina
amortiguada con fosfato) en los dias 30, 32 y 34.

Los medicamentos administrados a través de suministro intranasal a ratones se esper6 que alcanzaran los
pulmones via las vias respiratorias y es un modelo reconocido en la técnica de administracién intrapulmonar.

Prueba:

Inflamacién de las vias respiratorias: se obtuvieron conteos diferenciales de leucocitos obtenidos a partir de
células BALF tefidas con May-Grunwald Giemsa, utilizando un microscopio de luz.

Funcién pulmonar: se midié la AHR, mediante ratones anestesiados canulados utilizando el sistema Scireq
Flexivent FX1. Los datos se representan como resistencia de las vias respiratorias a 10 mg/kg de metacolina
y como las curvas de respuesta a la dosis.

Resultados

Inflamacién de las vias respiratorias: Los ratones sensibilizados con Ova e infectados con C. muridarum
desarrollaron un aumento estadisticamente bastante significativo de leucocitos, macréfagos, linfocitos,
neutréfilos totales y a un grado menor de eosinéfilos. El grupo tratado IN con hBD-2 mostré una completa
normalizacién del conteo de neutréfilos y a un grado menor de linfocitos, mientras que no hubo cambio de
macréfagos ni eosinéfilos. El grupo IN con hBD-2 mas DEX mostré una normalizacién completa de eosinéfilos,
aunque aparte de esto no se observé ningln efecto adicional (Figura 7).

Funcién pulmonar: los ratones sensibilizados con Ova (Ova) tuvieron una AHR mayor en comparacién con los
controles de solucién salina (Sal) (no asmaticos). La diferencia es estadisticamente bastante significativa. El
grupo tratado IN con hBD-2 (Cmu/Ova/hBD2) mostré una AHR completamente normalizada un par con el grupo
control de solucién salina. El grupo IN con hBD-2 mas DEX mostré una AHR completamente normalizada con
par con el grupo control de Solucidn salina aunque DEX no parece tener un efecto adicional (Figura 4).

Conclusién: el ejemplo demuestra la hBD2 administrada intranasalmente puede normalizar completamente la
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hiperreactividad de las vias respiratorias y el conteo de neutréfilos en BALF en un modelo animal de asma
refractario a esteroides conocido.

Ejemplo 2.

Para determinar y evaluar la eficacia de las beta-defensinas de mamiferos administradas IN contra oral en un
modelo murino conducido con acaros del polvo doméstico/adyuvante completo Freund de asma alérgica
(Figura 2).

Materiales y métodos

Régimen de tratamiento: Ratones BALB/c hembra de 7-10 semanas de edad se asignaron aleatoriamente en
7 grupos de estudio un dia antes de iniciar el estudio y se sensibilizaron subcutaneamente (SC) con acaros de
polvo (100 pg de HDM en 200 L de solucién salina méas adyuvante completo de Freund en solucién salina al
0.9 %). Los ratones luego se inocularon intranasalmente (IN) con HDM en el dia 14 (HDM 25 pg en 50uL de
solucién salina). Se administré oralmente dexametasona (1 mg/kg BID; 50 pyL de solucién salina amortiguada
con fosfato (PBS)) en el dia 14. Se administrd IN u oralmente hBD-2 (1.7 mg/kg de TID IN; 0.4 mg/kg de TID
IN; 0.4 mg/kg de TID oralmente, 50 pL de solucién salina amortiguada con fosfato) en el dia 14. La dosis inicial
se administré 60 minutos antes de la inoculacién, y las dosis posteriores aproximadamente 6 horas después.

Pruebas:

Inflamacién de las vias respiratorias: A las 48 horas después de la inoculacién, se realiz6 un lavado
broncoalveolar lavando los pulmones con 3 volimenes de PBS frio (0.4; 0.3 y 0.3 mL, total 1 mL). En un
analizador hematolégico Sysmex XT-2000iV automatizado se determinaron los conteos de células de
leucocitos totales y diferenciales.

Funcién pulmonar: Al iniciar 48 horas después de la inoculacién de HDM, se llevaron a cabo mediciones de la
resistencia pulmonar y la compliancia pulmonar después de la inoculacién con metacolina (3.125 MCH1; 6.25
MCH2; 12.5 MCH3 y 25 mg/ml MCH4) mediante ratones canulados, anestesiados utilizando un sistema DSI’s
Buxco Finepoint RC. Los datos se representan como resistencia de las vias respiratorias a 10 mg/kg de
metacolina y como curvas que responden a las dosis.

Muestreo pulmonar para analisis de citoquinas: Después del término de cada BAL, los pulmones se retiraron
del térax, se congelaron instantdneamente en nitrégeno liquido y se almacenaron congelados a -80 grados
Celsius hasta el anélisis de la concentracién de citoquinas de IL-13, TNF-a, IL-6, IL-10 e IFNy mediante ELISA.

Resultados

Se observd un aumento de los valores de resistencia pulmonar y una disminucién de los valores de compliancia
pulmonar en animales tratados con el vehiculo inoculados con HDM en comparacidn con los ratones inoculados
con solucién salina (no asméticos). Una respuesta inflamatoria en ambos grupos de ratones tratados con
vehiculo (oral e intranasal) se indujo mediante una sola inoculacion de HDM, 14 dias después de la
sensibilizacién con HDM y un adyuvante. Esto se caracterizé por un aumento estadisticamente significativo en
los conteos totales de células, eosinéfilos, neutréfilos, macréfagos y linfocitos en BALF (p<0.05) en
comparacién con los controles inoculados con solucién salina. También, los analisis de la concentracién de
cinco citoquinas IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10 y IFN-y en homogenados de tejido pulmonar revelaron niveles
significativamente mayores en los animales inoculados con HDM en comparacién con los controles inoculados
con solucién salina.

El tratamiento con dexametasona inhibié significativamente los conteos totales de células y eosinéfilos, aunque
no los conteos de neutréfilos, macréfagos y linfocitos en BALF. Segun los datos celulares, la dexametasona no
influyé en los niveles del IL-1B, TNF-a, IL-8, IL-10 e IFN-y en los homogenados de tejido pulmonar en
comparacién con el control de HDM/vehiculo. Sin embargo, se influyé en las mediciones de AHR relacionadas
con los conteos de eosinéfilos. Los resultados obtenidos indican que este modelo es resistente a esteroides a
cierto grado.

El articulo de prueba hBD-2, después de la aplicacidén tanto oral como intranasal TID, en el dia 14, inhibi
efectivamente el aumento de la resistencia de las vias respiratorias (Figuras 5a y 5b) y la disminucién de la
compliancia pulmonar (Figuras 6a y 6b) en comparacién con los animales tratados con el vehiculo inoculados
con HDM. Se observé un efecto més prominente en algunos pardmetros medidos después de la aplicacién
intranasal, tal como el influjo celular en BALF, donde ambas dosis (0.4 mg/kg/dia de TID y 1.7 mg/kg/dia de
TID) inhibieron significativamente los conteos de neutréfilos, mientras que la dexametasona estandar
esteroidea fracasé en inhibirlos. Se observaron efectos significativos similares que los niveles de las citoquinas
IL-6, IL-10 e IFN-y en homogenados de tejido pulmonar con ambas rutas de dosificacién (Figura 9, 14, 17). La
hBD2 administrada per-oralmente redujo significativamente el TNF-a (Figura 10), mientras que la hBD2
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administrada intranasalmente no fue significativamente diferente del control. La Figura 11 muestra el efecto de
la IL-1B.

Conclusién: Todos los resultados obtenidos indican los efectos anti-inflamatorios de la hBD-2 en el modelo de
ratén impulsado con acaros del polvo doméstico/adyuvante completo de Freund de asma alérgica.
Sorprendentemente, la hBD2 administrada oralmente también fue efectiva en el tratamiento del asma y en la
reduccién de inflamacién en ratones asméticos.

Ejemplo 3.

Para determinar y evaluar la eficacia de las p-defensinas de mamifero IN contra oral en un modelo murino
conducido con acaros de polvo doméstico/adyuvante completo de Freund de asma alérgica (Figura 2).

Materiales y métodos

Régimen de tratamiento: se asignaron aleatoriamente ratones BALB/c hembra de 7-10 semanas de edad en 4
grupos de estudio un dia antes de iniciar el estudio se sensibilizaron subcutédnea (SC) para acaros del polvo
doméstico (100 ug de HDM en 200 pL de solucién salina mas adyuvante completo de Freund en solucién salina
al 0.9 %). Los ratones se inocularon intranasalmente (IN) con HDM en el dia 14 (HDM 25 pg en 50 L de
solucién salina). La hBD-2 se administré IN u oralmente (0.4 mg/kg de TID IN; 0.4 mg/kg de TID oralmente, 50
ML de solucién salina amortiguada con fosfato) en el dia 14. La dosis inicial se administré 60 minutos antes de
la inoculacién, y las dosis posteriores aproximadamente 6 horas después.

Pruebas:

Muestreo de tejido pulmonar: Los pulmones se retiraron del térax, se congelaron instantaneamente en
nitrégeno liquido y se almacenaron al menos -80 grados Celsius hasta que el analisis de la concentracién de
citoquinas de IL-4, IL-5, IL-8 (KC), IL-9 e IL-13 mediante ELISA.

Los pulmones se inflaron in situ en formalina amortiguada al 10 %, se retiraron del térax, se colocaron
individualmente en formalina amortiguada al 10 %, se incrustaron en parafina in toto, se seccionaron y se
tifieron con H&E/PAS.

Muestreo sanguineo

Todas las muestras de sangre terminal se recolectaron via sangrados de la vena yugular. La sangre se
muestreo para tubos de Li-heparina, se colocaron en hielo y se centrifugaron inmediatamente a 4°C. El plasma
se separé y se almacené a -80°C hasta el analisis potencial de SCFA.

Muestreo de tejido pulmonar

Los pulmones se expusieron y se extirparon al abrir suavemente el térax y mediante el corte lateral del esternén
y costillas y lomo recortado. Los pulmones de los primeros 6 animales por grupo se retiraron del térax, se
congelaron instantdneamente en nitrégeno liquido y se almacenaron congelados a -80°C hasta el anélisis de
la concentracién de citoquinas mediante ELISA.

Los pulmones de otros 8 animales por grupo se inflaron in situ con formalina amortiguada al 10 %, se retiraron
del térax, se colocaron individualmente en formalina amortiguada al 10 %, se incrustaron en parafina in toto,
se seccionaron y se tifleron con H&E/PAS. Los bloques de parafina se conservaron para el andlisis IHC.

Lecturas

. Histopatologia (H&E; PAS) (N = 8/grupo; N total = 32)

. Citoquinas en homogenados de tejido pulmonar (IL-4, IL-5, KC, IL-9 e IL-13) (N = &/grupo; N total =
24)

Histopatologia

El influjo celular (mononucleares, eosinéfilos, neutréfilos) se evalué semi-cuantitativamente en portaobjetos
tefiidos con H&E por separado para espacio peri-bronquial/bronquiolar y perivascular como sigue:

0 ausente
1 unas cuantas células inflamatorias dispersas
agregados mayores
3 acumulacién marcada de células
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La marca general para inflamacién se calculé como la suma de todas las marcas individuales.

La metaplasia de células caliciformes, por separado a un nivel de vias respiratorias mayores y vias respiratorias
distales, se evalué en porta-objetos tefiido con PAS como sigue:

0 sin células que contengan muco a lo largo de la membrana basal

1 unas cuantas células positivas a lo largo de la membrana basal con menos del 75 % de citoplasma teflido
2 unas cuantas células positivas a lo largo de la membrana basal con mas del 75 % del citoplasma tefiido
3 muchas células positivas a lo largo de la membrana basal con menos del 75 % del citoplasma teflido

4 muchas células positivas a lo largo de la membrana basal con mas del 75 % del citoplasma tefiido
Evaluacion estadistica

Los datos se procesaron utilizando MS Excel. El analisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPad
Prism (versién 5.04). Las diferencias entre grupos se consideraron estadisticamente significativas cuando
p<0.05.

Utilizando la prueba de Mann-Whitney mediana y no paramétrica se realizaron anélisis estadisticos de los datos
de valores de marcas histolégicas seleccionados.

Resultados

Una respuesta inflamatoria en ambos grupos tratados con el vehiculo de ratones (oral e intranasal) se indujo
mediante una sola inoculacién de HDM 14 dias después de la sensibilizacién con HDM y un adyuvante. Esto
se caracterizd por un aumento estadisticamente significativo en la concentracién de cinco citoquinas IL-4, IL-
5, IL-8, IL-9 e IL-13 en homogenados de tejido pulmonar y mediante cambios inflamatorios histolégicos severos
del tejido pulmonar en animales inoculados con HDM en comparacidén con controles inoculados con solucién
salina.

El articulo de prueba hBD-2, después de la aplicacién TID tanto oral como intranasal, en el dia 14, inhibi
efectivamente el aumento en la inflamacién histolégica del tejido pulmonar en comparacién con los animales
tratados con el vehiculo inoculados con HDM (Figuras 19, 20, 21). Se observaron efectos significativos
similares en los niveles de las citoquinas IL-4, IL-5, IL-8, IL-9 e IL-13 en homogenados de tejido pulmonar con
ambas rutas de dosificacién (Figura 12, 13, 15, 16, 18).

Conclusién: Todos los resultados obtenidos indican claros efectos antiinflamatorios de hBD-2 en el modelo de
ratéon conducido con acaros del polvo doméstico/adyuvante completo de Freund de asma alérgica. Los efectos
se obtuvieron utilizando una administracién tanto intranasal como oral de hBD-2.

Ejemplo 4.

Estudio farmacocinético para establecer el perfil farmacocinético de hBD-2 después de una sola sonda géstrica
para la administracién de 4 mg/kg a ratones NMRI.

Materiales y métodos

Régimen de tratamiento: Mediante sonda géstrica oral 5 ml/kg se dosificaron 21 ratones NMRI hembras
utilizando un tubo de sonda gastrica y una jeringa de 1 ml segun el peso corporal individuales obtenidos en el
dia de la dosificacién. La orina se muestreo aspirada en puntos de tiempo aleatorios al masajear suavemente
el area inguinal del abdomen. La primera muestra de sangre se tomé utilizando un método de muestreo
submandibular. La segunda muestra de sangre se recolect6 de ratones anestesiados con isofluorano. Después
de la eutanasia se tomaron muestras intestinales. El abdomen de cada ratén se abrié y se muestrearon tres
secciones de intestinos.

Resultados

La hBD-2 podria no ser detectada mediante HPLC en cualquiera de las muestras de suero u orina ya que todos
los valores estuvieron por debajo del nivel de deteccién de <10 pg/ml. Esto indica que la hBD-2 no esta
disponible sistémicamente después de la dosificacién oral de 4 mg/kg en ratones (Figura 22).

Ejemplo 5 (para ilustracién).
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Para investigar y comparar el perfil farmacocinético de la hBD-2 fusionada a la C-terminal (peso molecular de
71.336 Da) o la N-terminal (peso molecular 71.666 Da) de albumina sérica humana después de la
administracién subcutanea o intravenosa de un equivalente molar para 1 mg/kg de hBD-2 (peso molecular de
66.437 Da) para ratones hembra NMRI.

Material y métodos

Régimen de tratamiento: Los animales se dosificaron con 10 mi/kg de concentracién tipica de 1.65 mg/ml seguin
el peso corporal individual (300 pL para un ratén de 30 gramos). La primera muestra de sangre se extrajo
utilizando un método de muestreo submandibular y la segunda después de anestesia con isoflurano y se realiz
la eutanasia.

Resultados

La hBD-2 mostré una vida media de 1 hora y las dos proteinas fusionadas una vida media de 12 horas. La
AUC se cambié dramaticamente. También se cambié el aclaramiento renal a partir de 10 ml/min para hBD-2
hasta 0.5-2.2 ml/min para las dos moléculas fusionadas (Figuras 23, 24, 25).

El ejemplo demuestra que la vida media de hBD2 se puede extender marcadamente mediante la conjugacion
C- o N-terminal a albumina.

Ejemplo 6 (para ilustracién).

Para determinar y evaluar el efecto anti-inflamatorio de la “N-terminal de fusién con hBD-2-albumina” en un
modelo con colitis aguda inducida por dextransulfato de sodio (DSS) durante 10 dias en ratones.

Material y métodos

Régimen de tratamiento: Se administré “hBD-2-albumina N-terminal” intravenosamente via la vena de la cola
o subcutaneamente con el uso de una aguja 25G estéril en un volumen de dosificacién de 10 ml/kg de peso
corporal. Los animales recibieron 1 dosis diaria durante 10 dias ejecutivos. La dexametasona (DEX) de control
activo se administré subcutaneamente a una dosis de 1 mg/kg en un volumen de dosificacién de 10 mi/kg de
peso corporal OD.

Resultados

El tratamiento con “hBD-2-albimina N-terminal” dio por resultado en una inhibicién significativa del indice de
actividad de la enfermedad (DAIl) cuando se administrd diariamente a una dosis de 1.65 mg/kg via la ruta
intravenosa (p <0.05). Adicionalmente, en el dia 10 también se observé una inhibicion significativa de la marca
DAl cuando la “hBD-2-albumina N-terminal” se administré diariamente a una dosis de 1.65 mg/kg y a una dosis
de 125 mg/kg de manera subcutanea respectivamente (p<0.05).

La administracion de sulfato sédico con dextrano dio por resultado en una inflamacién significativa y una lesion
del tejido colénico como resulta evidente después de un examen histolégico. El tratamiento con “hBD-2-
albumina N-terminal’ no dio por resultado en ninguna reduccién estadisticamente significativa de este dafio
histolégico, aunque similarmente el DEX con control activo fracasé en reducir significativamente la lesion
histol6gica.

Los resultados muestran adicionalmente un aumento significativo en el peso corporal en el dia 7 en los
animales tratados con “hBD-2-albimina N-terminal” a pesar de una caida transitoria en el peso corporal en los
dias 2 y 3. Por el contrario, los animales tratados con DEX exhibieron una disminucién muy significativa en el
peso corporal desde el dia 5 en adelante (p<0.01).

El ejemplo demuestra que la fusién de hBD2-albumina N-terminal es biolégicamente activa en un modelo
animal de una afeccion inflamatoria.

Ejemplo 7 (para ilustracién).

Para determinar y evaluar el efecto anti-inflamatorio de “C-terminal de fusién de hBD-2-albimina” en un modelo
con colitis aguda inducida por sulfato de sodio y dextrano (DSS) durante 10 dias en ratones.

Material y métodos

Régimen de tratamiento: Se administré intravenosamente la “hBD-2-albimina C-terminal” via la vena de la cola
0 subcutaneamente con el uso de una aguja 25G estéril en un volumen de dosificacién de 10 ml/kg del peso
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corporal. Los animales recibieron 1 dosis diaria durante 10 dias ejecutivos. La prednisolona (Pred) de control
activo se administr6é oralmente mediante sonda géstrica a una dosis de 1 mg/kg en un volumen de dosificacién
de 10 ml/kg de peso corporal OD.

Resultados

El tratamiento con “hBD-2-albdmina C-terminal” dio por resultado en una inhibicién significativa de la DAI
cuando se administré diariamente a una dosis de 1.6 mg/kg via la ruta intravenosa (p<0.05). Adicionalmente
“hBD-2-albumina C-terminal” dio por resultado en una inhibicién significativa de DAl cuando se administré en
los dias alternativos 0, 2, 4, 6, 8 y 10 a una dosis de 1.6 mg/kg via la ruta intravenosa (p<0.05) (Figura 26). El
tratamiento diario con Pred dio por resultado en una inhibicién significativa del DAl en el dia 9 (p<0.05).

La administracién de sulfato de sodio y dextrano dio por resultado en una inflamacién significativa y una lesién
del tejido colénico como resulta evidente después de un examen histolégico. El tratamiento con “hBD-2-
albumina C-terminal” a una dosis de 1.6 mg/kg dio por resultado en una reduccién estadisticamente significativa
de este dafio histoldgico (p<0.05). Similarmente, el tratamiento diario con “hBD-2-albdmina C-terminal” a una
dosis de 1.6 mg/kg y de 16.5 mg/kg en los dias 0, 2, 4, 6, 8, y 10 dio por resultado en una reduccién significativa
del dafio histolégico al colon (p<0.01) (Figura 27). El tratamiento con Pred y control activo fracasé en reducir
significativamente la lesion histolégica en la porcién préxima del colon, aunque redujo la lesién en el colon
distal (p<0.01).

Los resultados muestran ademéas un aumento significativo en el peso corporal en los animales tratados con
“hBD-2-albumina C-terminal’ (p<0.05).

El ejemplo demuestra que la fusién de hBD2-albimina C-terminal es biolégicamente activa un modelo animal
de una afeccion inflamatoria.

Ejemplo 8.

Secuencias

SEQ \Nombre Secuencia

1 nBDA DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTLYRGKAKCCK

2 hBDZ GIGDPYTCLKSCAICHPYFCGPRRYRQIGTCGLPGTKOCKKP

3 hBD3 GENTLOKYYCRVRGGRCAVLSCLPRKEEQIGKCSTRGRKCCRRRK
4 hBD4 ELDRICGYGTARCRKKCRSQEYRIGROPNTYACCLRK

5

HDB ATOYURTGRCATRESLESGVOEISGRLYRLCCR
8 HDE& AFTCHCRRSCYSTEYSYGTCTVMGINMRFCOL
7 hBDZ PYTCLRSGAICHPVFCPREBYKQIGTCGLPGTKCCKKP
Truncada
Ejemplo 9.

Para determinar y evaluar la eficacia del tratamiento profilactico con beta-defensinas de mamifero IN contra
oral en un modelo murino conducido con acaros de polvo doméstico de asma alérgica.

Materiales y métodos

Régimen de tratamiento: Ratones BALB/c hembra de 7-10 semanas de edad se asignaron aleatoriamente en
5 grupos de estudio un dia antes de iniciar el estudio y se sensibilizaron subcutdneamente (SC) para acaros
de polvo doméstico (100 pg de HDM en 200 salina pL de solucién salina més adyuvante completo de Freund
en solucién salina al 0.9 %). Los ratones se trataron con hBD-2 oralmente e intranasalmente respectivamente
a una dosis de 1.2 mg/kg/dia (0.4 mg/kg de TID) iniciando en el dia 12 en la mafiana y TID continué a intervalos
de aproximadamente 6 horas. La ultima dosis se administrd en el dia 14 una hora antes de la inoculacién. El
namero total de dosis fueron 8 dosis o un total de 2 mg/kg de hBD-2. Los ratones luego se inocularon
intranasalmente (IN) con HDM en el dia 14 (HDM 25 g en 50 L de solucién salina).
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Pruebas:

Inflamacién de las vias respiratorias: A las 48 horas después de la inoculacién, se realiz6 un lavado
broncoalveolar lavando los pulmones con 3 volimenes de PBS fria (0.4; 0.3y 0.3 mL, total 1 mL). Los conteos
de células de leucocitos totales y diferenciales se determinaron en un analizador hematolégico automatizado
Sysmex XT-2000iV.

Funcién pulmonar: Iniciando a las 48 horas después de la inoculacién con HDM, se llevaron a cabo mediciones
de la resistencia pulmonar y la compliancia pulmonar después de la inoculacién con metacolina (3.125 MCH1;
6.25 MCH2; 12.5 MCH3 y 25 mg/ml de MCH4), mediante ratones canulados, anestesiados utilizando el sistema
Buxco Finepoint RC DSI’s. Los datos se representan como la resistencia de las vias respiratorias a 10 mg/kg
de metacolina y como las curvas de respuesta a la dosis.

Muestreo pulmonar para anélisis de citoquinas: Después de terminar cada BAL, los pulmones se retiraron del
térax, se congelaron instantdneamente en nitrégeno liquido y se almacenaron congelado a -80 grados Celsius
hasta que el analisis de la concentracién de citoquinas de TNF-qa, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 e IL-33 en un
homogenado de pulmén mediante ELISA.

Resultados

Se observd un aumento de los valores de resistencia pulmonar y una disminucién de los valores de compliancia
pulmonar en animales tratados con el vehiculo inoculados con HDM en comparacidn con los ratones inoculados
con solucién salina (no asméticos). Una respuesta inflamatoria en ambos grupos de ratones tratados con
vehiculo (oral e intranasal) se indujo mediante una sola inoculacién de HDM de 14 dias después de la
sensibilizacién con HDM. Se caracteriz6é por un aumento estadisticamente significativo en los conteos totales
de células, eosindfilos, neutréfilos, macréfagos y linfocitos en BALF (p<0.05) en comparacién con los controles
inoculados con solucidn salina. También, el anélisis de la concentracién de siete citoquinas TNF-q, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-9, IL-13 e IL-33 en homogenados de tejido pulmonar revelé niveles significativamente superiores en
animales inoculados con HDM en comparacién con los controles inoculados con solucién salina.

La hBD-2, después de la aplicacion TID tanto oral como intranasal, administrada desde el dia 12 hasta el dia
14 (un total de 2.0 mg/kg en 8 administraciones), preservé efectivamente una funcién pulmonar normal
inhibiendo el aumento de resistencia de las vias respiratorias (Figura 29) y la disminucién de la compliancia
pulmonar (Figura 30) en comparacién con los animales tratados con el vehiculo inoculados con HDM. Se
observé un efecto de influjo celular en BALF después de la aplicacién oral, que inhibi significativamente los
conteos de neutréfilos (Figura 31), aunque de otra manera las células inmunitarias migraron en BALF como se
observa normalmente en el asma, aunque de manera importante, la tormenta de citoquinas con frecuencia
observada en asma y la base para un ataque de asma se evitd con una normalizacién completa de las
concentraciones de citoquinas en homogenados de tejido pulmonar en especial después de la administracion
oral de hBD-2. Los niveles de citoquinas TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-13 después de la administracién oral
como se muestran en las Figuras 32-37. Hubo una tendencia hacia la disminucién de TNF-qa, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9 e IL-13 después de la hBD-2 administrada intranasalmente, aunque esto no fue estadisticamente
significativo diferente del control.Conclusién: Todos los resultados obtenidos indican efectos profilacticos,
preventivos, y anti-inflamatorios claros de la hBD-2 en el modelo de ratén conducido con acaros del polvo
doméstico de asma alérgica.

Ejemplo 10.

Proteccién y preservacién de la microbiota intestinal mediante un tratamiento profilactico con defensinas.
Ratones: Los ratones se alojaron en trios, 4 jaulas por grupo. Se registrd la ingestiéon de alimento diariamente
justo antes de apagar las luces a las 6 pm. Los ratones individuales se sometieron a procedimientos
experimentales en orden alterado tanto por grupo como por jaula. Los ratones se mantuvieron a temperatura
ambiente bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas a afecciones estandar SPF. El régimen de tratamiento se
describe en la Figura 38.

Dietas: Para la dosificacién, el peso promedio se estimé que sera de 25 gramos por ratén. Los ratones comieron
aproximadamente 3 gramos de alimento por ratén al dia.

Régimen de tratamiento: los ratones se alimentaron ya sea con una dieta alta en grasas (HFD) o una dieta
control baja en grasas (LF). La HFD contuvo 4 sub-grupos; 1 hBD2, 1 HD5, 1 hBD2/HD5 y 1 HFD estandar sin
suplementacidn de defensinas. La concentracién de defensinas fue 1.2 mg de hBD2 por kg de ratén al dia. La
HDS5 se administrd en una concentracién equimolar para hBD2. Al grupo combinatoria se le administré hBD2
al 50 % + HD5 50 %, por lo tanto, una cantidad total de defensinas equivalentes a los grupos de prueba
restantes.
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Pruebas:
Se llevaron a cabo analisis microbianos para estudiar la microbiota del intestino.

Se condujo una caracterizacién 16S longitudinal en 4 muestras pareadas de 60 ratones, 240 muestras en total.
Cada ratén se muestred antes del cambio de dieta, 1 semana después del cambio de dieta, 4 semanas después
de cambio de dieta y al término, asegurando con esto una caracterizacién completa de la microbiota fecal como
resultado del tratamiento con defensina.

Resultados

Microbiota. La hBD2 afecté principalmente la presencia microbiana, mientras que la HD5 y la hBD2 + HDS
afectaron principalmente la abundancia microbiana. La Figura 40 muestra la abundancia relativa de las
especies en los diferentes grupos de tratamiento e ilustra el efecto profundo de hBD2 y HD5 sobre la flora
intestinal. Se observé un aumento estadisticamente significativo de la abundancia de Allobaculum en el
intestino delgado después de la profilaxis con HD5 (p<0.02; Figura 41). El Allobaculum es una especie
productora de 4cidos grasos de cadena corta. Los acidos grasos de cadena corta desempefian una funcién
importante en la regulacién de la homeostasis de células Treg colénicas mediadas via GPCR43. Se observd
un aumento estadisticamente significativo en la abundancia de Barnesiella en el colon después del tratamiento
profilactico con hBD2 (p<0.03; Figura 43). Barnesiella es una bacteria que es capaz de eliminar y proteger
contra la dominancia intestinal de bacterias patégenas resistentes a antibiéticos que se pueden observar en
pacientes hospitalizados. La abundancia de Barnesiella corresponde con la cantidad de diversas células
inmuno-reguladoras. Entre mayor sea el nivel de Barnesiella en el colon, mayores seran las células B en la
zona marginal y las células T citoliticas invariantes enumeradas del bazo y el higado. En el desarrollo de colitis
en ratones IL-10 -/- , niveles mayores de un filotipo de Barnesiella se correlaciona con niveles de menor
actividad de la enfermedad. Se observd una tendencia hacia una abundancia menor de Lactobacillaceae en el
colon después de un tratamiento profilactico con hBD2 (p = 0.1; Figura 42).

Conclusién: El pulmén, asi como la microbiota intestinal parece desempefiar una funcién importante en el
asma, lo Ultimo a través del eje intestino-pulmén. La influencia profunda de las defensinas sobre la presencia
y abundancia de bacterias comensales clave y la homeostasis de células T colénicas se podria explicar los
efectos en el pulmén observados en ratones asméticos alérgicos después del tratamiento oral con las
defensinas aunque también la diferencia entre los efectos en el pulmén observados después la administracion
intranasal contra oral. Este ejemplo 10 demuestra que las defensinas tanto alfa como beta, especificamente
HDS5 y hBD2 tienen una influencia profunda sobre la composicién de la microbiota en los términos del nimero
de especies presentes asi como el nimero total de bacterias y de esta forma parece proteger y preservar una
microbiota sana. Mas especificamente, las defensinas parecen promover las bacterias productoras de acidos
grasos de cadena corta AGCC, que desempefian una funcién clave en la homeostasis de células Treg
coldnicas.

Ejemplo 11. Tratamiento de las disbiosis mediante un tratamiento intervencional con defensinas.

Ratones y dietas. El experimento aclara el efecto de hBD2 y HD5 sobre la microbiota en ratones obesos con
dieta inducida. Un periodo de rodaje de 13 semanas, donde se los ratones se alimentaron con una misma HFD
(60 % de energia proveniente de la grasa) precedié la intervencién. Unicamente los ratones que cumplieron
con los criterios de un minimo de 12 gramos de ganancia de peso (aproximadamente el 50 % del peso corporal
inicial) durante el periodo de rodaje se incluyeron en los andlisis finales. Los ratones que no cumplieron con
estos criterios permanecieron en sus jaulas respectivas como “cuidadores” jerarquicos. Los mismos se
expusieron a todas las pruebas experimentales, aunque se excluyeron de los analisis.

Régimen de tratamiento. Antes de la intervencion todos los ratones se exploraron MR. Las jaulas de los ratones
se asignaron a grupos experimentales con base en su masa de grasa. Todas las mediciones posteriores se
parearon con los datos provenientes de los mismos ratones antes de la intervencién. Un grupo de referencia
con LFD (dieta baja en grasas) se ejecutd en paralelo. Como controles para los grupos adicionales con la
intervencién 2 se incluyeron: 1 con misma HFD y 1 con LFD. Los ratones experimentales permanecieron con
la misma HFD durante la intervencidn. Los ratones estuvieron en dieta experimental durante 10 semanas. Los
mismos se co-alojaron durante todo el experimento, 4 ratones por jaula, 3 jaulas por grupo. Todas las pruebas
se ejecutaron durante 3 dias, 1 jaula por grupo al dia. El régimen de tratamiento se muestra en la Figura 39.

Pruebas. Se llevaron a cabo anélisis microbianos para estudiar la microbiota del intestino. Se condujo una
caracterizacién 16S longitudinal en 4 muestras pareadas de 60 ratones, 240 muestras en total. Cada ratén se
muestreo antes del cambio de dieta, 1 semana después del cambio de dieta, 4 semanas después del cambio
de dieta y al término, asegurando asi una caracterizacién completa de la microbiota fecal como resultado del
tratamiento con defensinas.

Resultados
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Microbiota.

Se mostré que ambas defensinas tuvieron una influencia profunda en la presencia bacterias, asi como la
ausencia bacteriana. HDS aumenté la abundancia de Alloprevotella estadisticamente significativa en el colon
(p<0.02) (Figura 44), mientras que hBD2 no tuvo influencia sobre la abundancia de Alloprevotella. hBD2
aumentd dramatica y estadisticamente de manera significativa la abundancia relativa de Bifidobacteriaceae
tanto en el intestino delgado como en el colon (p<0.0001 y p<0.04, respectivamente; Figura 45). Hubo una
tendencia hacia HDS que aumenta la abundancia de Bifidobacteriaceae en el intestino delgado (Figura 45). El
pulmén, asi como la microbiota intestinal parecen desempefiar una funcién importante en el asma lo Gltimo a
través del eje intestino-pulmén. Las defensinas influyen profundamente en la presencia y ausencia de bacterias
comensales clave y la homeostasis de células T colénicas podria explicar los efectos en el pulmén observados
en ratones asmaticos alérgicos después del tratamiento oral con defensinas, la diferencia entre los efectos en
el pulmén observados después de la administracién intranasal contra oral.

Conclusién: Este ejemplo 11 demuestra que las defensinas tanto alfa como beta, especificamente hBD2 y HD5,
tienen una influencia profunda sobre la composicién de la microbiota en los términos del nimero de especies
presentes asi como el nUmero total de bacterias y de esta forma parecen proteger y conservar una microbiota
sana. Mas especificamente las defensinas parecen estimular las bacterias productoras de acido graso de
cadena corta, AGCC, que desempefian una funcién clave en la homeostasis de células Treg colénicas.
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REIVINDICACIONES

1. Una defensina seleccionada del grupo que consiste en hBD2 (SEQ ID NO: 2) y hBD2 truncada (SEQ ID
NO:7), o una variante funcionalmente equivalente de la misma que difiere en 1 a 4 aminoacidos en comparacion
con hBD-2 (SEQ ID NO.: 2) o hBD-2 truncada (SEQ ID NO.: 7), para el uso en un método de tratamiento y/o
prevencién del asma, bronquiectasia, trastorno pulmonar obstructivo crénico (EPOC) o enfisema,
comprendiendo el método la administracion oral o intrapulmonar de dicha defensina.

2. La defensina para el uso de la reivindicacién 1, en donde el asma se selecciona del grupo que consiste en
asma intermitente leve, asma persistente leve, asma persistente moderada, asma persistente grave, asma
eosinofilica, asma neutrofilica, asma refractaria a esteroides y estado asmatico.

3. La defensina para el uso de la reivindicacién 1 0 2, en donde la administracién es oral.

4. La defensina para el uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el tratamiento comprende
reducir la inflamacién pulmonar histolégica, el recuento de células inflamatorias en el liquido de lavado
broncoalveolar, reequilibrar el sistema inmunitario con normalizacién de la produccién de citoquinas
inflamatorias en homogeneizados de tejido pulmonar y prevencién/tratamiento de una tormenta de citoquinas.

5. La defensina para el uso de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el tratamiento
comprende el aumento de la distensibilidad pulmonar, en la reduccién de la hiperreactividad de las vias
respiratorias, y/o en el aumento del flujo espiratorio maximo en un sujeto que lo necesite.

6. La defensina para el uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el tratamiento comprende
aumentar la riqgueza génica, el nimero de filos, aumentar la produccién de butirato y/o la produccién de
triptéfano, disminuir la produccién de acetato de y/o de la microbiota pulmonar.

7. La defensina para el uso segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el sujeto tiene
a. sintomas asmaticos > 2 veces por semana, tales como sintomas diarios, tales como sintomas continuos,

b. ataques asmaticos de intensidad variable, tales como ataques que afectan a la actividad, tales como ataques
que limitan la actividad fisica,

¢. sintomas asmaticos nocturnos > 2 veces al mes, como > 2 veces a la semana que pueden durar dias, como
sintomas nocturnos frecuentes,

d. un volumen espiratorio forzado en 1 segundo (FEV1) < 80 %, como un FEV1 de 60 - 80 %, como un FEV1
<60 %, y/o

e. una tasa de flujo espiratorio maximo PEFR con una variabilidad de > 20 %, como una variabilidad PEFR de
20-30 %, como una variabilidad PEFR > 30 %, como una variabilidad PEFR > 60 %.

8. La defensina para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la defensina se
administra en combinacién con glucocorticoides, B-agonistas, antagonistas de los receptores de leucotrienos,
teofilina, antibiéticos, rifaximina, inmunosupresores, quimioterapia o inmunoterapia, acidos grasos de cadena
corta, HNP-1, HNP-2, HNP-3, HNP-4, trasplantes fecales o cualquier combinacién de los mismos.

9. La defensina para el uso segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la dosis diaria esta
comprendida entre 0.1 y 10 mg defensina/kg, tal como entre 0.5 y 5 mg defensina/kg, tal como entre 1y 2 mg
defensina/kg al dia, tal como 1.2 mg defensina/kg al dia.

10. La defensina para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha defensina se
administra al menos una vez al dia, tal como al menos dos veces al dia, tal como al menos tres veces al dia,
tal como al menos cuatro veces al dia, tal como cinco veces al dia.

11. La defensina para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha
administracion intrapulmonar es intratraqueal, intrabronquial o bronquioalveolar.
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