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REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS
[0001] La presente solicitud reivindica la prioridad de la
Solicitud de Estados Unidos con numero de serie 16/026.482,
presentada el 3 de julio de 2018, gque se incorpora aqgui

como referencia en su totalidad para todos los propdsitos.

DECLARACION SOBRE LA INVESTIGACION PATROCINADA

FEDERALMENTE

[0002] La presente invencidén se realizdé con el apoyo del
gobierno de los EE. Uu. con la concesidn nimero
4R42BS086274-02 otorgada por el ©National Institute of
Neurological Disorders and Stroke (Instituto Nacional de
Trastornos Neuroldgicos vy Accidentes Cerebrovasculares,
NINDS), asi como la concesidén numero 5R42NS086274-03
otorgada por el Instituto Nacional de Salud. El gobierno de
los Estados Unidos tiene ciertos derechos sobre 1la

invencidn.



DESCRIPCION DEL ARCHIVO DE TEXTO PRESENTADO
ELECTRONICAMENTE

[0003] E1 contenido del archivo de texto enviado
electrdénicamente con este documento se incorpora aqui como
referencia en su totalidad: Una copia en formato legible
por computadora del Listado de secuencias (nombre de
archivo: UNMI 010 02WO_ SeqgList ST25.txt, fecha de registro:

3 de julio de 2019, tamafio de archivo ~ 19.5 kilobytes).

CAMPO

[0004] La invencidén se refiere en general a los campos de
la inmunologia vy la medicina. Ma&s particularmente, la
invencidén se refiere a composiciones y métodos para modular
la actividad de ASC (proteina tipo Speck asociada a 1la
apoptosis que contiene un dominio de reclutamiento
activador de caspasa (CARD)) y la actividad del inflamasoma
ausente en el melanoma 2 (AIM2) en el sistema nervioso
central (SNC) y/o pulmones de un mamifero como tratamientos
para reducir la inflamacidédn en respuesta a lesiones o
afecciones que producen inflamacidén en el SNC y/o pulmones.
La invencidén también se refiere a anticuerpos monoclonales
o fragmentos de los mismos gue se unen especificamente a

ASC.



ANTECEDENTES

[0005] La 1lesién cerebral traumética grave (TBI) es un
problema de salud publica importante vy es una causa
principal de mortalidad vy morbilidad en todo el mundo
(Summers, C.R. et al., (2009). Traumatic brain injury in
the United States: an epidemiologic overview. Mt Sinai J
Med 76, 105-110). Ademéds de la lesidén directa del cerebro,
la TBI puede provocar complicaciones en otros érganos, cComo
los pulmones. La lesidén pulmonar aguda (ALI; 2) es un
problema cardiopulmonar comUn después de un traumatismo vy
se asocia con una tasa de mortalidad hospitalaria de hasta
el 40% (Rincon F. et al., (2012). Impact of acute 1lung
injury and acute respiratory distress syndrome after
traumatic brain injury in the United States. Neurosurgery
71, 795-803). Los pacientes con TBI, en particular, son
susceptibles de desarrollar ALI, y algunos estudios
informan una incidencia de hasta el 30% (Nicolls, M.R. et
al., (2014). Traumatic brain injury: lungs in a RAGE. Sci
Transl Med 6, 252fs234). Estudios recientes han demostrado
que los factores inflamatorios sistémicos pueden provocar
disfuncidén pulmonar y lesidn pulmonar después de un TCE
(Rincon F. et al., (2012). Impact of acute lung injury and
acute respiratory distress syndrome after traumatic brain

injury in the United States. Neurosurgery 71, 795-803),
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pero el mecanismo molecular preciso gque subyace a la lesidn
pulmonar inducida por TBI sigue estando poco definido.
[0006] Una avalancha de mediadores inflamatorios
secretados, que incluyen citoquinas, guimioquinas %
patrones moleculares asociados al dafio (DAMP) liberados por
las células lesionadas, contribuyen a la inflamacidén del
cerebro y afectan los dérganos distales como los pulmones
(Nicolls, M.R. et al., (2014). Traumatic brain injury: lungs
in a RAGE. Sci Transl Med 6, 252fs234). Uno de los DAMP més
estudiados es el grupo de alta movilidad box-1 (HMGB1l), que
puede servir como mediador temprano de la inflamacidén en
varios estados patogénicos, incluido el TBI (Andersson U.
et al., (2011) . Introduction: HMGB1l in inflammation and
innate immunity. J Intern Med 270, 296-300). Un estudio mas
reciente ha demostrado que HMGB1 puede estar involucrado en
el mecanismo de disfuncidén pulmonar inducida por TBI (Weber
et al., (2014). The HMGB1-RAGE axis mediates traumatic
brain injury-induced pulmonary dysfunction in lung
transplantation. Sci Transl Med 6, 252ral2?24). La liberacidn
de HMGB1 puede ser regulada por el inflamasoma, un complejo
de multiples proteinas involucrado en la activacidédn de 1la
caspasa-1 y el procesamiento de IL-1f e IL-18 después de
TBI (Lu et al. (2012). Novel role of PKR in inflammasome

activation and HMGB1l release. Nature 488, 670-674).



[0007] Se han ©presentado diversas explicaciones para
explicar los mecanismos patoldgicos de las complicaciones
pulmonares después de un TCE, incluido el aumento de 1la

permeabilidad vascular que conduce a la fuga capilar y la

infiltracidén de desechos proteicos (Ware et al., (2000).
The Acute Respiratory Distress Syndrome. New England
Journal of Medicine 342, 1334-1349) . Las vesiculas

extracelulares (EV) son vesiculas contenidas en la membrana
que desempefian un papel en la comunicacidédn de célula a
célula (Yanez-Mo, M. et al., (2015). Biological properties
of extracellular vesicles and their physiological
functions. J Extracell Vesicles 4, 27066) y se ha implicado
que desempefian un papel en el desarrollo de ALI en un modelo
murino inducido por LPS. Ademds, se ha demostrado que el VE
puede transportar citoquinas bioactivas como IL-1R vy
proteinas del inflamasoma (Qu, Y. et al., (2007) .
Nonclassical IL-1 beta secretion stimulated by P2X7
receptors is dependent on inflammasome activation and

correlated with exosome release 1in murine macrophages. J

Immunol 179, 1913-1925) (de Rivero Vaccari, J.P. et al.,
(2015) . Exosome-mediated inflammasome signaling after
central nervous system injury. J ©Neurochem), vy puede

desencadenar una respuesta inmune y amplificar la
inflamacidén a través de su carga a las células vecinas vy

circundantes. Sin embargo, se desconoce si la sefializaciédn
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del inflamasoma mediada por EV puede contribuir al
patomecanismo de ALI inducida por TBI. Ademas, también se
desconoce si los mecanismos patoldgicos de ALI inducida por
TBI son compartidos por otras afecciones gque producen
inflamacidén pulmonar. Ademas, hay una escasez de
medicamentos aprobados por la Administracidn Federal de
Drogas (FDA) para tratar la inflamacidédn pulmonar.

[0008] En consecuencia, existe una necesidad urgente no
solo de dilucidar los mecanismos ©patoldgicos de 1la
inflamacién pulmonar causada por TBI asi como otras
afecciones, sino también el desarrollo de composiciones
terapéuticas y usos de las mismas para tratar y/o prevenir

la inflamacidén pulmonar.

SINTESIS

[0009] En un aspecto, aqui se proporciona un anticuerpo
monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo dgue se
une a una proteina similar a Spec asociada a la apoptosis
que contiene un dominio de reclutamiento activador de
caspasa (ASC), en donde el anticuerpo o el fragmento de
anticuerpo se une especificamente a un epitopo de ASC, en
donde el epitopo comprende o consiste en la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 5 o 5-10, 10-15 o 15-20

aminodcidos de SEQ ID NO: 5.



[0010] En otro aspecto, se proporciona en el presente
documento un anticuerpo monoclonal o un fragmento de
anticuerpo del mismo que se une especificamente a ASC, en
donde el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo comprende
una regidén variable de cadena pesada (VH) y una regidn
variable de cadena ligera (VL), en donde la secuencia de
aminoadcidos de la regidédn VH comprende HCDR1 de SEQ ID NO:
6, HCDR2 de SEQ ID NO: 7 y HCDR3 de SEQ ID NO: 8, o una
variante de la misma que tiene al menos una sustitucidn de
aminodcido en HCDR1, HCDR2 y/o HCDR3. En algunos casos, la
secuencia de aminoédcidos de la regidén VH comprende SEQ ID
NO: 18, 19, 20, 21, 22 o una secuencia de aminodcidos que
es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia
de aminoédcidos de SEQ ID NO: 18, 19, 20, 21 o 22. En algunos
casos, la ASC es proteina ASC humana. En algunos casos, el
fragmento de anticuerpo es un Fab, un F(ab’)2, un Fab’, un
scFv, un anticuerpo de dominio Unico, un diacuerpo o© un
anticuerpo de camélido de cadena simple o un anticuerpo de
tiburdén. En algunos casos, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo es humano, humanizado o
quimérico. En algunos casos, aqui se proporciona una
molécula de 4cido nucleico aislada que <codifica el
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo. En algunos casos, aqul se proporciona un vector de

expresién que comprende la molécula de acido nucleico. En
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algunos casos, aqui se proporciona gque la molécula de acido
nucleico esta operativamente ligada a secuencias
reguladoras adecuadas para la expresidédn del segmento de
dcido nucleico en una célula huésped. En algunos casos, en
el presente documento se proporciona una célula huésped
recombinante que comprende el vector de expresidn. En otro
aspecto, se proporciona en este documento un método para
producir un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo gue se
une especificamente a ASC, el método comprende: cultivar
una célula huésped recombinante que comprende el vector de
expresidén en condiciones en las que se expresa la molécula
de 4cido nucleico, produciendo asi el anticuerpo monoclonal
o el fragmento de anticuerpo del mismo gque se une
especificamente a ASC. En algunos casos, en el presente
documento se proporciona una composiciédn farmacéutica gque
comprende el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo, y un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable. En algunos casos, en el
presente documento se proporciona un método para tratar la
inflamacidén en un sujeto, el método comprende administrar
al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo, tratando asi la inflamacidén en el sujeto. En algunos
casos, la administracidén del anticuerpo monoclonal o el

fragmento de anticuerpo del mismo reduce los niveles de al
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menos citoquina inflamatoria. En algunos casos, la
inflamacidn es una inflamacidn relacionada con el
inflamasoma. En algunos casos, la inflamacidédn relacionada
con el inflamasoma se asocia con una lesidén del sistema
nervioso central (SNC) , una enfermedad autoinmune,
autoinflamatoria o neurodegenerativa. En algunos casos, la
lesidén del SNC se selecciondé del grupo gque consiste en
lesidén cerebral traumdtica (TBI), accidente cerebrovascular
y lesién de la médula espinal (SCI). En algunos casos, la
enfermedad autoinmune o neurodegenerativa es esclerosis
lateral amiotrdéfica (ELZA), enfermedad de Alzheimer,

enfermedad de Parkinson, distrofia muscular (DM), lupus

eritematoso sistémico, nefritis lapica, artritis
reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal (por
ejemplo, enfermedad de Crohn vy colitis ulcerante) o)
esclerosis multiple (EM). En algunos casos, la inflamacidn

relacionada con el inflamasoma se asocia con una enfermedad
0 trastorno metabdélico. En algunos casos, la enfermedad
metabdélica es sindrome metabdlico, obesidad, diabetes
mellitus, nefropatia diabética o enfermedad renal diabética
(DKD) , resistencia a la insulina, aterosclerosis, un
trastorno de almacenamiento de lipidos, una enfermedad de
almacenamiento de glucdégeno, deficiencia de acil-coenzima
A deshidrogenasa de cadena media, enfermedad del higado

graso no alcohdélico (por ejemplo, esteatohepatitis no
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alcohélica (NASH)) y gota. En algunos casos, la enfermedad
autoinflamatoria es el sindrome periddico asociado a
criopirina (CAPS) . CAPS puede abarcar el sindrome
autoinflamatorio familiar por frio (FCAS), el sindrome de
Muckle-Wells (MWS) y la enfermedad inflamatoria
multisistémica de inicio neonatal (NOMID). En algunos
casos, la administracidén del anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo da como resultado 1la
inhibicién de la activacién del inflamasoma en el sujeto.
En algunos casos, la administracidén del anticuerpo
monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo da como
resultado una reduccidén de la actividad de ASC en
comparacidédn con un control. En algunos casos, el control es
un sujeto no tratado. En algunos casos, la administracidn
es intracerebroventricular, intraperitoneal, intravenosa o
por inhalacidén. En algunos casos, agui se proporciona un
método para tratar la esclerosis multiple (EM) en un sujeto,
el método comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo, tratando asi la EM en el
sujeto. En algunos casos, la administracidén del anticuerpo
monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo reduce
los niveles de al menos citoguina inflamatoria. En algunos
casos, la administracidén del anticuerpo monoclonal o el

fragmento de anticuerpo del mismo da como resultado la
10



inhibicién de la activacidén del inflamasoma en el sujeto.
En algunos casos, la administracidén del anticuerpo
monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo da como
resultado una reduccién de la actividad de ASC en
comparacidén con un control. En algunos casos, el control es
un sujeto no tratado. En algunos casos, la administracidn
es intracerebroventricular, intraperitoneal, intravenosa o
por inhalacién.

[0011] En otro aspecto méas, se proporciona agui un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo comprende una regidén variable de
cadena ligera (VL) y una regidn variable de cadena pesada
(VH), donde la secuencia de aminodcidos de la regidn VL
comprende LCDR1 de SEQ ID NO: 12, LCDR2 de SEQ ID NO: 13 vy
LCDR3 de SEQ ID NO: 14, o una variante de la misma gque tiene
al menos una sustitucidén de aminodcido en LCDR1, LCDR2 y/o
LCDR3. En algunos casos, la secuencia de aminoacidos de la
regién VL comprende SEQ ID NO: 28, 29, 30, 31, o una
secuencia de aminoacidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98%
o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:
28, 29, 30 o 31. En algunos casos, la ASC es proteina ASC
humana. En algunos casos, el fragmento de anticuerpo es un
Fab, un F(ab’)2, un Fab’, un scFv, un anticuerpo de dominio

inico, un diacuerpo o un anticuerpo de camélido de cadena
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simple. En algunos casos, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo es humano, humanizado o
quimérico. En algunos <casos, aqui se proporciona una
molécula de 4cido nucleico aislada que <codifica el
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo. En algunos casos, aqui se proporciona un vector de
expresidén que comprende la molécula de acido nucleico. En
algunos casos, agqui se proporciona gque la molécula de acido
nucleico esta operativamente ligada a secuencias
reguladoras adecuadas para la expresidén del segmento de
dcido nucleico en una célula huésped. En algunos casos, en
el presente documento se proporciona una célula huésped
recombinante que comprende el vector de expresidédn. En otro
aspecto, se proporciona en este documento un método para
producir un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo gue se
une especificamente a ASC, el método comprende: cultivar
una célula huésped recombinante que comprende el vector de
expresidén en condiciones en las que se expresa la molécula
de 4cido nucleico, produciendo asi el anticuerpo monoclonal
o el fragmento de anticuerpo del mismo dgque se une
especificamente a ASC. En algunos casos, en el presente
documento se proporciona una composicidédn farmacéutica gque
comprende el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo, y un portador, diluyente o excipiente

farmacéuticamente aceptable. En algunos casos, en el
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presente documento se proporciona un método para tratar la
inflamacidén en un sujeto, el método comprende administrar
al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo, tratando asi la inflamacidén en el sujeto. En algunos
casos, la administracidén del anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo reduce los niveles de al
menos citogquina inflamatoria. En algunos casos, la
inflamacién es una inflamacién relacionada con el
inflamasoma. En algunos casos, la inflamacidén relacionada
con el inflamasoma se asocia con una lesidén del sistema
nervioso central (SNC) , una enfermedad autoinmune,
autoinflamatoria o neurodegenerativa. En algunos casos, 1la
lesidén del SNC se selecciondé del grupo gque consiste en
lesidén cerebral traumdtica (TBI), accidente cerebrovascular
y lesién de la médula espinal (SCI). En algunos casos, la
enfermedad autoinmune o neurodegenerativa es esclerosis
lateral amiotrdéfica (ELZA), enfermedad de Alzheimer,

enfermedad de Parkinson, distrofia muscular (DM), lupus

eritematoso sistémico, nefritis lapica, artritis
reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal (por
ejemplo, enfermedad de Crohn vy colitis wulcerante) o)
esclerosis multiple (EM). En algunos casos, la inflamaciédn

relacionada con el inflamasoma se asocia con una enfermedad

0 trastorno metabdlico. En algunos casos, la enfermedad
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metabdélica es sindrome metabdlico, obesidad, diabetes
mellitus, nefropatia diabética o enfermedad renal diabética
(DKD) , resistencia a la insulina, aterosclerosis, un
trastorno de almacenamiento de lipidos, una enfermedad de
almacenamiento de glucdégeno, deficiencia de acil-coenzima
A deshidrogenasa de cadena media, enfermedad del higado
graso no alcohdélico (por ejemplo, esteatohepatitis no
alcohbélica (NASH)) y gota. En algunos casos, la enfermedad
autoinflamatoria es el sindrome peridédico asociado a
criopirina (CAPS) . CAPS puede abarcar el sindrome
autoinflamatorio familiar por frio (FCAS), el sindrome de
Muckle-Wells (MWS) y la enfermedad inflamatoria
multisistémica de 1inicio neonatal (NOMID) . En algunos
casos, la administracidén del anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo da como resultado la
inhibicién de la activacidén del inflamasoma en el sujeto.
En algunos casos, la administracidn del anticuerpo
monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo da como
resultado una reduccidén de la actividad de ASC en
comparacidédn con un control. En algunos casos, el control es
un sujeto no tratado. En algunos casos, la administracidn
es intracerebroventricular, intraperitoneal, intravenosa o
por inhalacidén. En algunos casos, aguli se proporciona un
método para tratar la esclerosis multiple (EM) en un sujeto,

el método comprende administrar al sujeto una cantidad
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terapéuticamente eficaz del anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo, tratando asi la EM en el
sujeto. En algunos casos, la administracidén del anticuerpo
monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo reduce
los niveles de al menos citogquina inflamatoria. En algunos
casos, la administracidén del anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo da como resultado 1la
inhibicién de la activacién del inflamasoma en el sujeto.
En algunos casos, la administracidn del anticuerpo
monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo da como
resultado una reduccidén de la actividad de ASC en
comparacién con un control. En algunos casos, el control es
un sujeto no tratado. En algunos casos, la administracidn
es intracerebroventricular, intraperitoneal, intravenosa o
por inhalaciédn.

[0012] En otro aspecto méas, agqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo comprende una regidn variable de
cadena pesada (VH) y una regidédn variable de cadena ligera
(VL), donde la secuencia de aminoadcidos de la regidédn VH
comprende HCDR1 de SEQ ID NO: 6, HCDR2 de SEQ ID NO: 7 vy
HCDR3 de SEQ ID NO: 8, o una variante de la misma gque tiene
al menos una sustitucidén de aminodcido en HCDR1, HCDR2 y/o

HCDR3; y donde la secuencia de aminodcidos de la regidén VL
15



comprende LCDR1 de SEQ ID NO: 12, LCDR2 de SEQ ID NO: 13 vy
LCDR3 de SEQ ID NO: 14, o una variante de la misma que tiene
al menos una sustitucidén de aminodcido en LCDR1, LCDR2 y/o
LCDR3. En algunos casos, la secuencia de aminodcidos de 1la
regién VH comprende SEQ ID NO: 18, 19, 20, 21, 22 o una
secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%, 97%, 98%
o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
18, 19, 20, 21 o 22; y en donde la secuencia de aminoé&cidos
de la regidén VL comprende SEQ ID NO: 28, 29, 30, 31, o una
secuencia de aminoacidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98%
o 99% idéntica a la secuencia de aminoédcidos de SEQ ID NO:
28, 29, 30 o 31. En algunos casos, la secuencia de
aminodcidos de la regidén VH comprende SEQ ID NO: 18, o una
secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%, 97%, 98%
o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:
18; y en donde la secuencia de aminodcidos de la regidén VL
comprende la SEQ ID NO: 28 o una secuencia de aminoéacidos
que es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a 1la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 28. En algunos casos,
la secuencia de aminoadcidos de la regidén VH comprende SEQ
ID NO: 18, o una secuencia de aminoadcidos gque es al menos
95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 18; y en donde la secuencia de
aminoadcidos de la regidédn VL comprende la SEQ ID NO: 29 o

o) o)

una secuencia de aminoacidos gque es al menos 95%, 96%, 97%,
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98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID
NO: 29. En algunos casos, la secuencia de aminocadcidos de 1la
regién VH comprende SEQ ID NO: 18, o una secuencia de
aminoédcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 18; vy
en donde la secuencia de aminoacidos de la regidén VL
comprende la SEQ ID NO: 30 o una secuencia de aminoéacidos
que es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a 1la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 30. En algunos
casos, la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende
SEQ ID NO: 18, o una secuencia de aminocédcidos gque es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 18; vy donde 1la secuencia de
aminoadcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 31 o
una secuencia de aminodcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 31. En algunos casos, la secuencia de aminoadcidos de
la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 19, o una secuencia de
aminoédcidos qgue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 19;
y en donde la secuencia de aminodcidos de la regidén VL
comprende la SEQ ID NO: 28 o una secuencia de aminoéacidos
que es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a 1la
secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 28. En algunos casos,

la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende la
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SEQ ID NO: 19, o una secuencia de aminoadcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 19; y en donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 29 o
una secuencia de aminoadcidos que es al menos 95%, 96%, 97%,

98

o°

o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 29. En algunos casos, la secuencia de aminocacidos de 1la
regién VH comprende la SEQ ID NO: 19, o una secuencia de
aminoédcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 19;
y en donde la secuencia de aminodcidos de la regidén VL
comprende la SEQ ID NO: 30 o una secuencia de aminoécidos
que es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a 1la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 30. En algunos
casos, la secuencia de aminodcidos de la regidédn VH comprende
la SEQ ID NO: 19, o una secuencia de aminodcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoédcidos de la SEQ ID NO: 19; vy donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 31 o

una secuencia de aminodcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%,

98

o°

o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 31. En algunos casos, la secuencia de aminocédcidos de
la regidén VH comprende SEQ ID NO: 20, o una secuencia de
aminoadcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%

idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20; vy
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en donde la secuencia de aminocidcidos de 1la regidén VL
comprende la SEQ ID NO: 28 o una secuencia de aminoacidos
que es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a 1la
secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 28. En algunos casos,
la secuencia de aminoédcidos de la regidén VH comprende SEQ
ID NO: 20, o una secuencia de aminoacidos que es al menos
95%, 96%, 97%, 98% o 99% 41idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 20; y en donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 29 o
una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 29. En algunos casos, la secuencia de aminocadcidos de 1la
regidén VH comprende SEQ ID NO: 20, o una secuencia de
aminoadcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 20; vy
en donde la secuencia de aminodcidos de la regidén VL
comprende la SEQ ID NO: 30 o una secuencia de aminoéacidos
que es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a 1la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 30. En algunos
casos, la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende
SEQ ID NO: 20, o una secuencia de aminocédcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 20; vy donde la secuencia de

aminoadcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 31 o

una secuencia de aminoadcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%,
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98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 31. En algunos casos, la secuencia de aminoadcidos de
la regidédn VH comprende la SEQ ID NO: 21, o una secuencia de
aminodcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 21; vy
en donde la secuencia de aminoacidos de la regidén VL
comprende la SEQ ID NO: 28 o una secuencia de aminoéacidos
que es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a 1la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 28. En algunos casos,
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende 1la
SEQ ID NO: 21, o una secuencia de aminocédcidos gque es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 21; y en donde la secuencia de
aminoadcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 29 o
una secuencia de aminodcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 29. En algunos casos, la secuencia de aminodcidos de la
regién VH comprende la SEQ ID NO: 21, o una secuencia de
aminoédcidos qgue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 21; vy
en donde la secuencia de aminodcidos de la regidén VL
comprende la SEQ ID NO: 30 o una secuencia de aminoacidos
que es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a 1la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 30. En algunos

casos, la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende

20



la SEQ ID NO: 21, o una secuencia de aminoadcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 21; vy donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 31 o
una secuencia de aminoacidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,

98

o°

o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 31. En algunos casos, la secuencia de aminoadcidos de
la regidén VH comprende SEQ ID NO: 22, o una secuencia de
aminoédcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22; y
en donde la secuencia de aminodcidos de 1la regidén VL
comprende la SEQ ID NO: 28 o una secuencia de aminoécidos
que es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a 1la
secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 28. En algunos casos,
la secuencia de aminoadcidos de la regidén VH comprende SEQ
ID NO: 22, o una secuencia de aminodcidos gue es al menos
95%, 96%, 97%, 98% o 99% 4idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 22; y en donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 29 o

una secuencia de aminodcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%,

98

o°

o 99% idéntica a la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID
NO: 29. En algunos casos, la secuencia de aminoacidos de 1la
regién VH comprende SEQ ID NO: 22, o una secuencia de
aminoadcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%

idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22; vy
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en donde la secuencia de aminocidcidos de 1la regidén VL
comprende la SEQ ID NO: 30 o una secuencia de aminoacidos
que es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a 1la
secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 30. En algunos
casos, la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende
SEQ ID NO: 22, o una secuencia de aminocédcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 22; vy donde 1la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 31 o
una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ
ID NO: 31. En algunos casos, la ASC es una proteina ASC
humana. En algunos casos, el fragmento de anticuerpo es un
Fab, un F(ab’)2, un Fab’, un scFv, un anticuerpo de dominio
inico, un diacuerpo o un anticuerpo de camélido de cadena
simple. En algunos casos, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo es humano, humanizado o
quimérico. En algunos <casos, agqui se proporciona una
molécula de 4cido nucleico aislada que <codifica el
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo. En algunos casos, aquli se proporciona un vector de
expresién que comprende la molécula de acido nucleico. En
algunos casos, agui se proporciona gque la molécula de &acido
nucleico esta operativamente ligada a secuencias

reguladoras adecuadas para la expresidédn del segmento de
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dcido nucleico en una célula huésped. En algunos casos, en
el presente documento se proporciona una célula huésped
recombinante que comprende el vector de expresidn. En otro
aspecto, se proporciona en este documento un método para
producir un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se
une especificamente a ASC, el método comprende: cultivar
una célula huésped recombinante que comprende el vector de
expresidén en condiciones en las que se expresa la molécula
de 4cido nucleico, produciendo asi el anticuerpo monoclonal
o el fragmento de anticuerpo del mismo gque se une
especificamente a ASC. En algunos casos, en el presente
documento se proporciona una composicidédn farmacéutica que
comprende el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo, y un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable. En algunos casos, en el
presente documento se proporciona un método para tratar la
inflamacidén en un sujeto, el método comprende administrar
al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo, tratando asi la inflamacidén en el sujeto. En algunos
casos, la administracidén del anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo reduce los niveles de al
menos citoquina inflamatoria. En algunos casos, la
inflamacidn es una inflamacidn relacionada con el

inflamasoma. En algunos casos, la inflamacidén relacionada
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con el inflamasoma se asocia con una lesidén del sistema
nervioso central (SNC) , una enfermedad autoinmune,
autoinflamatoria o neurodegenerativa. En algunos casos, la
lesidén del SNC se selecciondé del grupo gque consiste en
lesidén cerebral traumdtica (TBI), accidente cerebrovascular
y lesidén de la médula espinal (SCI). En algunos casos, la
enfermedad autoinmune o neurodegenerativa es esclerosis
lateral amiotrdéfica (ELZA), enfermedad de Alzheimer,

enfermedad de Parkinson, distrofia muscular (DM), lupus

eritematoso sistémico, nefritis lupica, artritis
reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal (por
ejemplo, enfermedad de Crohn vy colitis ulcerante) o)
esclerosis multiple (EM). En algunos casos, la inflamacidn

relacionada con el inflamasoma se asocia con una enfermedad
0 trastorno metabdélico. En algunos casos, la enfermedad
metabdélica es sindrome metabdlico, obesidad, diabetes
mellitus, nefropatia diabética o enfermedad renal diabética
(DKD) , resistencia a la insulina, aterosclerosis, un
trastorno de almacenamiento de lipidos, una enfermedad de
almacenamiento de glucdgeno, deficiencia de acil-coenzima
A deshidrogenasa de cadena media, enfermedad del higado
graso no alcohdélico (por ejemplo, esteatohepatitis no
alcohdélica (NASH)) y gota. En algunos casos, la enfermedad
autoinflamatoria es el sindrome peridédico asociado a

criopirina (CAPS) . CAPS puede abarcar el sindrome
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autoinflamatorio familiar por frio (FCAS), el sindrome de
Muckle-Wells (MWS) 3% la enfermedad inflamatoria
multisistémica de inicio neonatal (NOMID). En algunos
casos, la administracién del anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo da como resultado 1la
inhibicidén de la activacidén del inflamasoma en el sujeto.
En algunos casos, la administracidén del anticuerpo
monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo da como
resultado una reduccidén de la actividad de ASC en
comparacidédn con un control. En algunos casos, el control es
un sujeto no tratado. En algunos casos, la administracidn
es intracerebroventricular, intraperitoneal, intravenosa o
por inhalacidén. En algunos casos, aguil se proporciona un
método para tratar la esclerosis multiple (EM) en un sujeto,
el método comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz del anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo, tratando asi la EM en el
sujeto. En algunos casos, la administracién del anticuerpo
monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo reduce
los niveles de al menos citoquina inflamatoria. En algunos
casos, la administracidén del anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo da como resultado la
inhibicién de la activacién del inflamasoma en el sujeto.
En algunos casos, la administracidn del anticuerpo

monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo da como
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resultado una reduccién de la actividad de ASC en
comparacidédn con un control. En algunos casos, el control es
un sujeto no tratado. En algunos casos, la administracidn
es intracerebroventricular, intraperitoneal, intravenosa o

por inhalacién.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0013] La FIG. 1A-1N ilustran la activacién del inflamasoma
en el tejido cortical y pulmonar de ratdén C57/BL6 después
del TBI. La FIG. 1A muestra una inmunotransferencia
representativa de caspasa-1 activa, ASC, IL-18, IL-B, HMGB1
y AIM2 después de TBI. Caspasa-1 activa (FIG. 1B), ASC (FIG.
1c), IL-18 (FIG. 1D), HMGBl1 (FIG. 1E), AIM 2 (FIG. 1F) e
IL-B, (FIG. 1G), estan significativamente elevados en el
tejido cortical a las 4 y 24 h posteriores al TCE. Los datos
se presentan como media+/- SEM; ****p <0,001, ***p <0,01,
**p <0,01, *p <0,05 en comparacidén con la simulacidén. N =
4-5 por grupo. La FIG. 1H muestra una inmunotransferencia
representativa de caspasa-1 activa, ASC, IL-18, IL-B, HMGB1
y AIM2 en tejido pulmonar. I, J, K, L, M, N) Caspasa-1
activa (FIG. 1I), ASC (FIG. 1J), IL-18 (FIG. 1K), HMGBI1
(FIG. 1L), AIM 2 (FIG. 1M) e IL-PB (FIG. IN) estan
significativamente elevados en el tejido pulmonar 4 y 24 h

después de la LCT. Los datos se presentan como media+/-
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SEM. N = 4-5 por grupo, ****p <0,001, ***p <0,01, **p <0,01,
*p <0,05 en comparacidédn con la simulacidn.

[0014] La FIG. 2A-2C ilustra la expresién de proteinas del
inflamasoma en células epiteliales alveolares de tipo II.
La FIG. 2A muestra AIM2, la FIG. 2B muestra Caspasa-1 activa
y la FIG. 2C muestra aumentos de inmunorreactividad de ASC
en tejido pulmonar después de CCI (4, 24 h) en comparacidn
con ratones. Im&genes confocales de AIM2, caspasa-1 y ASC
(verde) vy células epiteliales de tipo II (proteina C
surfactante, rojo).

[0015] La FIG. 3A-3E ilustra que el TBI aumenta la expresién
de HMGB1l nuclear y citoplésmica en el pulmdén de ratones. La
FIG. 3A muestra una inmunotransferencia representativa de
HMGB1 nuclear después de TBI. La FIG. 3B muestra que la
HMGB1 nuclear estd significativamente elevada en animales
heridos de 4 horas en comparacidén con la simulacidn. La
FIG. 3C muestra una inmunotransferencia representativa de
HMGB1 citoplésmica después de TBI. La FIG. 3D muestra dJue
la HMGB1 citopléasmica esta significativamente elevada en
animales lesionados de 4 horas en comparacién con 1la
simulacién. Los datos se presentan como media+/- SEM; *p
<0,05 en comparacidén con la simulacidédn. N = 4-5 por grupo.
La FIG. 3E muestra que la inmunorreactividad de HMGBI1
aumentdé en el tejido pulmonar después de la CCI en

comparacién con los ratones simulados. Imdgenes confocales
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de células epiteliales HMGB1 vy tipo II (proteina C
surfactante, rojo).

[0016] La FIG. 4A-4C ilustra la formacién de piroptosomas
en los pulmones de ratones 4 horas después del TBI. La FIG.
4A muestra que la TBI induce la formacidén de escalas de ASC
en el tejido pulmonar, 1lo que 1indica 1la formacidén del
piroptosoma, una oligomerizacidén de los dimeros de ASC que
conduce a la activacién de la caspasa-1 y la piroptosis. La
FIG. 4B muestra una inmunotransferencia representativa y la
FIG. 4C muestra la cuantificacidén de gasdermina. La
gasdermina-D estd significativamente elevada en el tejido
pulmonar después de un TCE. Los datos se presentan como
media+/- SEM. N = 4-5 por grupo, **p <0,01 en comparacidn
con la simulacidn.

[0017] La FIG. 5A-5B ilustra gque el TBI induce cambios
morfoldgicos alveolares y lesidn pulmonar aguda en ratones.
La FIG. 5A muestra la tincidén H&E de secciones de pulmdn de
animales falsos y 1lesionados a 1las 4 y 24 horas. Las
secciones muestran evidencia de infiltracién de neutrdfilos
(puntas de flecha), cambios en la morfologia de 1las
membranas capilares alveolares (asterisco, *), edema
intersticial (flechas cortas) y evidencia de engrosamiento
del intersticio y el tabique alveolar (libra, #). La FIG.
5B muestra que la puntuacidén de la lesidn pulmonar aguda

aumenta significativamente en los animales lesionados en
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comparacidén con la simulacidén a las 4 y 24 horas. Los datos
se presentan como media+/- SEM. N = 4-5 por grupo, *p <0,05
en comparacidén con la simulacidn.

[0018] ©La FIG. 6 ilustra la expresién de CD81 en EV derivado
de suero de ratones control 'y lesionados ©por TBI.
Inmunotransferencia representativa de CD81 en EV derivado
de suero de control simulado y ratones lesionados con TRI.
[0019] La FIG. 7A-7G ilustra la transferencia adoptiva de
EV de animales con TBI qgue inducen caspasa-1 y ASC en los
pulmones de ratones no lesionados. La FIG. La Fig. 7TA
ilustra una inmunotransferencia representativa que muestra
que la caspasa-1 (Fig. 7B), ASC (Fig. 7C), IL-18 (Fig. 7D),
AIM2 (Fig. 7E), HMGB1 (Fig. 7F) estédn elevadas en 1los
pulmones de animales que recibieron EV aislado de ratones
TBI en comparacién con EV de animales simulados. Los datos
se presentan como media+/- SEM; *p < 0,05 en comparacidn
con la simulacidén. N = 3 por grupo. El1 EV de ratones TBI
indujo cambios morfoldégicos alveolares (tamafio alveolar
reducido) e infiltracidén de células inflamatorias segun se
determina mediante tincidén con H&E (FIG. 7G). La puntuacidn
de ALI aumenta significativamente en los EV suministrados
por ratones lesionados en comparacidén con ratones no
lesionados (FIG. 7G). Los datos se presentan como media+/-
SEM; **p <0.01., *p < 0.05 en comparacidén con el grupo no

lesionado.
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[0020] ©La FIG. 8A-8F ilustra el tratamiento con enoxaparina
(3 mg/kg) e IC 100 (5 mg/kg) reduce la expresidédn del
inflamasoma en los pulmones de animales a los que se les
administrd EV de ratones lesionados. La FIG. 8A ilustra una
inmunotransferencia representativa que muestra que la
caspasa-1 (FIG. 8B), ASC (FIG. 8C), IL-1p (FIG. 8D), AIM2
(FIG. 8E), HMGBl1 (FIG. 8F) se reducen en la pulmones de
animales que fueron tratados con enoxaparina e IC 100 en
comparacidén con animales de control positivo no tratados.
Los datos se presentan como media+/- SEM; ****p <0,001,
***p <0,01, **p <0,01, *p <0,05 en comparacidédn con 1la
simulacién. N = 4 por grupo.

[0021] ©La FIG. 9A-9E ilustra el tratamiento con enoxaparina
(3 mg/kg) e IC 100 (5 mg/kg) reduce la puntuacidén de ALI en
los pulmones de animales a los que se les administrdé EV de
ratones lesionados. La FIG. 9A-9D ilustra la tincidén HE&E de
secciones de pulmdbén de solucidn salina (FIG. 9A), sin tratar
(FIG. 9B), enoxaparina (FIG. 9C) e IC 100 (Anti-ASC; FIG.
9D) pulmones de ratones tratados <con EV de animales
lesionados. Las secciones muestran evidencia de
infiltracidén de neutrdfilos, cambios en la morfologia de
las membranas capilares alveolares, edema intersticial vy
evidencia de engrosamiento del intersticio y el tabique
alveolar. La FIG. 9E ilustra que la puntuacidén de la lesidn

pulmonar aguda se reduce significativamente en los animales

30



tratados con enoxaparina, IC 100 en comparacién con 1los
animales no tratados. Los datos se presentan como media+/-
SEM. N = 4 por grupo, ****p <0.01., *p <0.05.

[0022] ©La FIG. 10A-10F ilustra el suministro de EV derivado
de suero de pacientes con TBI gue da como resultado un
aumento de la expresidn de la proteina inflamasoma en las
células endoteliales pulmonares. La FIG. 10A muestra la
representacién de transferencia de Western de caspasa-1,
ASC, AIM2, HMGB1l en PMVEC después de la incubacidén con TBI-
EV y control-EV durante 4 horas. La FIG. 10B-10E muestra la
cuantificaciédn de las transferencias Western, n = 3 filtros
por grupo, n = 6 pacientes, prueba t, ****p <0,001, ***p
<0,01, **p <0,01, *p <0,05. La FIG. 10F muestra 1los
resultados del inmunoensayo de un aumento significativo en
la expresién de IL-1fR utilizando el ensayo plex simple Ella
n = 3 filtros por grupo, n = 6 pacientes, prueba t, ****p
<0,001, ***p <0,01, * *p <0,01, *p <0,05.

[0023] La FIG. 11A-11C ilustra que la administracidén de TBI-
EV a células endoteliales pulmonares aumenta la
inmunorreactividad de la caspasa-1 activa y la muerte
celular. La FIG. 11A muestra la colocalizacidén de Caspasa-
1 FLICA y tincidén PI y PMVEC incubado con TBI-EV durante 4
horas. La FIG. La Fig. 11B muestra la tincidén de caspsae-1
FLICA y PI en PMVEC incubado con control-EV durante 4 horas.

La FIG. 11C muestra el analisis del 1lector de placas
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fluorescentes de PMVEC incubado con TBI y control-EV durante
4 horas. n = 6, ***p <0,05.

[0024] La FIG. 12A-12E ilustra que el tratamiento con un
anticuerpo monoclonal anti-ASC humanizado (es decir, IC
100) mejora el resultado funcional en EAE. La FIG. 12A
muestra el curso clinico de EAE inducida por MOG35-55 en
ratones C57BL/6 tratados con portador o dosis crecientes de
IC 100. La administracién de IC 100 (10, 30 y 45 mg/kg ip
cada 4 dias) se inicid el dia 8, antes de que los ratones
mostraran signos de paralisis. Los resultados se expresan
como puntuacidén clinica media diaria £ SEM de 9-10
ratones/grupo. Las curvas de 30 y 45 mg/kg son
significativamente diferentes de la curva del portador; **
p £ 0,001 Prueba de Mann-Whitney. La FIG. 12B muestra una
comparacién de las puntuaciones clinicas maximas (la
puntuacidén de enfermedad més alta alcanzada por un ratdn)
entre los grupos; *p < 0.05, prueba t de Student. La FIG.
12C muestra una comparacién del 1Indice de Enfermedad
Acumulativo (CDI) entre grupos. E1 CDI es igual a la suma
de todas las puntuaciones desde el dia del inicio para cada
animal y es una medida de la gravedad de la EAE; *p < 0.05,
prueba t de Student. La FIG. 12D muestra una comparacidn
del dia de inicio entre grupos. El1l dia de aparicidédn se
considera el dia en que un ratdédn mostrd los primeros

sintomas de EAE. La FIG. 12E muestra una comparacidén del
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dia pico de enfermedad entre grupos. El dia pico de
enfermedad es el dia en que un ratdn alcanzd la puntuacidn
mas alta de enfermedad. El1 dia de aparicidén se considera el
dia en gue un ratédn mostrd los primeros sintomas de EAE.
[0025] La FIG. 13A-13B ilustra que el tratamiento con IC
100 reduce la infiltracidn de células inmunitarias
periféricas en la médula espinal o el bazo después de EAE.
Cuantificacidén por citometria de flujo de las poblaciones
de leucocitos que se infiltran en la médula espinal (FIG.
13A) o presentes en el bazo (FIG. 13B) a 35 dpi después de
EAE. Los resultados se expresan como promedio * SEM de 5
ratones/grupo, *p <0,05, **p <0,001, prueba t de Student.
[0026] La FIG. 14 ilustra que el tratamiento con IC 100
reduce la microglia en la médula espinal después de EAE.
Cuantificacidén por citometria de flujo de microglia total
y microglia activada MHCII+ en la médula espinal a 35 dpi
después de EAE. Los resultados se expresan como promedio +
SEM de 5 ratones/grupo, *p <0,05, prueba t de Student.
[0027] La FIG. 15 ilustra la concentracién de IC 100 en
tejidos. Concentraciones de IC 100 en pg/ml en el cerebro,
médula espinal, higado y bazo en ratones de control vy
ratones tratados con IC 100 a 10, 30 y 45 mg/kg a 35 dpi
después de EAE. Los datos se muestran como media + SEM. N

= 2-10/ratones por grupo.
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[0028] La FIG. 16 ilustra que la IC 100 se capta en motas
de ASC en células THP-1 no estimuladas vy la captaciédn
aumenta mediante la activacidén del inflamasoma.

[0029] ©La FIG. 17 ilustra que IC 100 impididé la liberacidn
de ILl-beta de las células THP-1.

[0030] La FIG. 18 muestra imédgenes confocales de neuronas
de la médula espinal gue ilustran gque un anticuerpo anti-
ASC (IC 100) penetra en las neuronas de la médula espinal.
[0031]] La FIG. 19 ilustra una comparacidén de la unidn de
anticuerpos de tres anticuerpos diferentes contra ASC
humana a diferentes especies.

[0032] La FIG. 20 ilustra la induccidén del inflamasoma por
nicotina (500 nM) en células del nuUcleo pulposo humano y
tratadas con tres anticuerpos diferentes contra ASC humana
(H1, H2, H3) y dos contra ASC de raté4n (M1, M2). H1l fue el
mas eficaz para prevenir la liberacidn de IL-
lbeta/activacién del inflamasoma.

[0033] La FIG. 21 ilustra los datos del anélisis cinético
de BLI sin procesar para los anticuerpos monoclonales anti-
ASC.

[0034] ©La FIG. 22 ilustra una comparacién de la cinética de

tres anticuerpos diferentes contra ASC humana.

DESCRIPCION DETALLADA
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DEFINICIONES

[0035] A menos gque se defina lo contrario, todos 1los
términos técnicos usados en este documento tienen el mismo
significado gue el gue entiende comUnmente un experto en la
técnica a la gue pertenece esta invencidn.

[0036] Los encabezados de las secciones utilizados en este
documento son solo para fines organizativos y no deben
interpretarse como limitantes del objeto descrito. Todos
los documentos, o partes de documentos, citados en este
documento, incluidas, pero sin limitaciédn, patentes,
solicitudes de patente, articulos, libros y tratados, se
incorporan expresamente en la presente como referencia en
su totalidad para cualgquier propdsito. En el caso de gue
uno o mas de los documentos incorporados o partes de 1los
documentos definan un término gue contradice la definicidn
de ese término en la aplicacidbdn, prevalecerd la definicidn
que aparece en esta aplicacidédn. Sin embargo, la mencidn de
cualquier referencia, articulo, publicacidn, patente,
publicacidén de patente y solicitud de patente citada en
este documento no es, y no debe tomarse como un
reconocimiento, o cualquier forma de sugerencia, de que
constituyen una técnica anterior valida o forman parte del
conocimiento general comin en cualquier pais del mundo.
[0037] E1 término “un” o “una” se refiere a uno o mas de

esa entidad, es decir, puede referirse a varios referentes.
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A)Y ”

Como tal, los términos “un” o “una”, “uno o mas” y “al menos

”

uno se usan indistintamente en el presente documento.

A\

Ademéds, la referencia a un elemento” en el articulo

AN ” ANY

indefinido “un” o “una” no excluye la posibilidad de que
esté presente mads de uno de los elementos, a menos gue el
contexto requiera claramente que haya uno y solo uno de 1los

elementos.

[0038] A menos que el contexto requiera lo contrario, a lo
largo de la presente memoria descriptiva y las
reivindicaciones, la palabra “comprende” y variaciones de
la misma, tales como, “comprende” y “que comprende” deben
interpretarse en un sentido abierto, inclusivo gue es como
“que incluye, pero sin limitacidén”. Debe entenderse que el
uso de la alternativa (por ejemplo, “o”) significa una,
ambas o cualquier combinacién de las alternativas. Como se

usa en este documento, los términos “aproximadamente” vy

ANY ”

o\

gque consiste esencialmente en significan+/- 20 del
rango, valor o estructura indicados, a menos gue se indique
lo contrario.

[0039] La referencia a lo largo de esta memoria descriptiva
a “una realizacidédn” o “una forma de realizacidén” significa
que una caracteristica, estructura e} caracteristica
particular descrita en relacidén con la forma de realizacidn

puede incluirse en al menos una forma de realizacidédn de la

presente divulgacidédn. Por tanto, las apariciones de las
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frases “en una realizacidén” o “en una forma de realizacidn”
en varios lugares a lo largo de esta especificacidédn pueden
no necesariamente referirse todas a la misma forma de
realizacidén. Se aprecia que ciertas caracteristicas de 1la
divulgacidén, qgue, para mayor claridad, se describen en el
contexto de formas de realizacidn separadas, también se
pueden proporcionar en combinacidédn en una uUnica forma de
realizacidédn. A la 1inversa, varias caracteristicas de la
divulgacidén, gque, por brevedad, se describen en el contexto
de una Gnica forma de realizacidn, también pueden
proporcionarse por separado o en cualgquier subcombinacidén
adecuada.

[0040] A 1o largo de esta descripcidn, se pueden presentar
varios aspectos de los métodos y composiciones aqui
proporcionados en un formato de rango. Debe entenderse que
la descripcidédn en formato de rango es simplemente por
conveniencia y brevedad y no debe interpretarse como una
limitacién inflexible del alcance de la invencién. Por
consiguiente, se debe considerar gue la descripcidén de un
rango ha revelado especificamente todos 1los subrangos
posibles asi como los valores numéricos individuales dentro
de ese rango. Por ejemplo, la descripcidn de un rango como
de 1 a 6 debe considerarse qgue tiene subrangos
especificamente descritos como de 1 a 3, de 1 a 4, de 1 a

5,6 de 2 a 4, de 2 a 6, de 3 a 6, etc., asi como numeros
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individuales dentro de ese rango, por ejemplo, 1, 2, 3, 4,
5 v 6. Esto se aplica independientemente de la amplitud del
rango.

[0041] Como se wusa en este documento, “proteina” vy

“polipéptido” se usan como sindénimos para significar

cualquier cadena de aminoacidos unida a péptido,
independientemente de la longitud o modificacidn
postraduccional, por ejemplo, glicosilacién o

fosforilacidn.

[0042] Como se usa en este documento, el término
“anticuerpo” se refiere general y ampliamente a moléculas
de inmunoglobulinas (Ig) % porciones o) fragmentos
inmunoldégicamente activos de moléculas de inmunoglobulina,
es decir, moléculas gque contienen un sitio de unidén a
antigeno que se une especificamente (inmunorreacciona con)
un antigeno (por ejemplo, ASC, NLRP1, AIM2, etc.). Los
anticuerpos proporcionados en este documento pueden ser
anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales (mAb),
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados,
anticuerpos antiidiotipicos (anti-Id) contra anticuerpos
que se pueden marcar en forma soluble o unida, asi como
fragmentos activos, regiones o derivados de los mismos. Los
anticuerpos para usar en la presente pueden ser quiméricos,

humanizados o humanos.
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[0043] Por “se une especificamente” o “inmunorreacciona

”

con” se entiende que el anticuerpo reacciona con uno O mMas
determinantes antigénicos del antigeno deseado 'y no
reacciona con otros polipéptidos. En determinadas formas de
realizaciédn, se dice que un anticuerpo se une
especificamente a un antigeno cuando reconoce
preferentemente su antigeno diana en una mezcla compleja de
proteinas y/o macromoléculas. El término “anticuerpo” se
refiere ampliamente a una molécula de inmunoglobulina (Ig),
que generalmente comprende cuatro cadenas polipeptidicas,
dos cadenas pesadas (H) vy dos cadenas ligeras (L), o
cualquier fragmento funcional, mutante, variante o derivado
de la misma, que retiene las caracteristicas esenciales de
unién a la diana de una molécula de Ig. Tales formatos de
anticuerpos mutantes, variantes o derivados son conocidos
en la técnica. Dichos anticuerpos anti-ASC y anti-NLRP1 de
la presente invencidn son capaces de unirse a porciones de
ASC y ©NLRP1l, respectivamente, que interfieren <con 1la
activaciédn de caspasa-1.

[0044] Como se usa en este documento, el término “anticuerpo
humanizado” se refiere a un anticuerpo en donde se
introducen porciones minimas de un anticuerpo no humano en
un anticuerpo gque de otro modo seria humano.

[0045] Como se usa en este documento, el término “anticuerpo

humano” se refiere a un anticuerpo en donde sustancialmente
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cada parte de la proteina es sustancialmente no inmunogénica
en humanos, con sbélo cambios o variaciones menores de
secuencia.

[0046] En un anticuerpo de longitud completa, cada cadena
pesada comprende una regidén variable de cadena pesada
(abreviada aqui como HCVR o VH) y una regidn constante de
cadena pesada. La regidén constante de la cadena pesada
comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera
comprende una regidn variable de cadena ligera (abreviada
aqui como LCVR o VL) vy una regidn constante de cadena
ligera. La regidén constante de cadena ligera comprende un
dominio, CL. Las regiones VH y VL pueden subdividirse ademés
en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones
determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con
regiones que estadn mas conservadas, denominadas regiones
marco (FR). Cada VH y VL estd compuesto por tres CDR vy
cuatro FR, ordenados desde el extremo amino al extremo
carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. Las moléculas de inmunoglobulina pueden ser de
cualquier tipo (por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY)
y clase (por ejemplo, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl e IgA2)
o subclase. Los anticuerpos IgG, IgD e IgE generalmente
contienen dos cadenas pesadas 1idénticas vy dos cadenas
ligeras idénticas y dos dominios de combinacidén de

antigenos, cada uno compuesto por una regidn variable de
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cadena pesada (VH) y una regidédn variable de cadena ligera
(VL) . Generalmente, los anticuerpos IgA se componen de dos
mondémeros, cada mondbmero compuesto por dos cadenas pesadas
y dos cadenas ligeras (como los anticuerpos IgG, IgD e IgE);
de esta manera, la molécula de IgA tiene cuatro dominios de
unidén al antigeno, cada uno de ellos compuesto nuevamente
por un VH y un VL. Ciertos anticuerpos IgA son monoméricos
porque estdn compuestos por dos cadenas pesadas y dos
cadenas ligeras. Los anticuerpos IgM secretados
generalmente se componen de cinco mondmeros, cada mondmero
compuesto por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras
(como para los anticuerpos IgG e IgE); de esta manera, la
molécula de IgM tiene diez dominios de unién al antigeno,
cada uno compuesto nuevamente por un VH y un VL. También
existe una forma de superficie celular de IgM y esta tiene
una estructura de dos cadenas pesadas/dos cadenas ligeras
similar a los anticuerpos IgG, IgD e IgE.

[0047] E1 término “fragmento de unidén a antigeno” o “porcidn
de unidén a antigeno” o “sitio de wunidén a antigeno” o
“dominio de unidén” o “regidn de unidn”, como se usa en este
documento, puede referirse al dominio, regidn, porcidn o
sitio de una proteina, polipéptido, oligopéptido o péptido
o anticuerpo o dominio de unidén derivado de un anticuerpo
que retiene la capacidad de unirse especificamente a un

antigeno (por ejemplo, proteina ASC). Los dominios de unidn
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ejemplares incluyen regiones variables de anticuerpos de
cadena sencilla (por ejemplo, Anticuerpos de dominio, sFv,
scFv, scFab), proteinas de fusidn que comprenden una porcidn

de anticuerpo (por ejemplo, un dominio de anticuerpo),

ectodominios del receptor y ligandos (por ejemplo,
Citocinas, quimioquinas). En una forma de realizacidn, la
proteina de fusidén comprende una o mas CDR(s). En otra forma

de realizacidén, la proteina de fusidén comprende CDR H3 (VH
CDR3) vy/o CDR L3 (VL CDR3). Para 1los fines de esta
invenciébén, una proteina de fusidén <contiene uno o mas
anticuerpos y una secuencia de aminodcidos adicional como,
por ejemplo, una secuencia heterbéloga o una secuencia
homéloga de otra regidén, unida al extremo N o C del
anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo. Las
secuencias heterdlogas ejemplares incluyen, pero sin
limitacidén, una “etiqueta” tal como una etigueta FLAG o una
etiqueta 6His o una enzima o un polipéptido que aumenta la
vida media del anticuerpo en la sangre. Las etigquetas son
bien conocidas en la técnica. La secuencia de aminoacidos
adicional, que puede incluir fusiones amino- y/o carboxilo-
terminales, puede variar en longitud desde un residuo hasta
polipéptidos que contienen cien o méas residuos, asi como
inserciones intrasecuencia de —residuos de aminoacidos

inicos o multiples.
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[0048] Generalmente, un sitio de unién a antigeno puede
estar formado por los dominios de inmunoglobulina de 1la
regidén variable de la cadena pesada (VH) y de la regidn
variable de la cadena ligera (VL), con la interfaz de unidn
al antigeno formada por seis bucles de polipéptidos de
superficie, denominadas regiones determinantes de
complementariedad (CDR). Hay tres CDR cada uno en VH (HCDRI1,
HCDR2, HCDR3) y VL (LCDR1, LCDR2, LCDR3), junto con regiones
marco (FR). En ciertas formas de realizacidén, el dominio de
unién comprende o consiste en un sitio de unidédn de antigeno
(por ejemplo, qgque comprende una secuencia de cadena pesada
variable y una secuencia de cadena ligera variable o tres
regiones determinantes complementarias de cadena ligera
(CDR) y tres CDR de cadena pesada de un anticuerpo colocado
en regiones marco (FR) (por ejemplo, FR humanas gue
comprenden opcionalmente una o mas sustituciones de
aminodcidos) .

[0049] E1 término “regidén CDR” o “CDR” puede significar las
regiones hipervariables de las cadenas pesadas o ligeras de
la inmunoglobulina como se define por Kabat et al., 1991
(Kabat, EA et al., (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Edition. US Department of
Health and Human Services, Public Service, NIH,

Washington), 3% ediciones posteriores. Un anticuerpo
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contiene tipicamente 3 CDR de cadena pesada y 3 CDR de
cadena ligera.

[0050] Se ha demostrado que la funcidén de unidén a antigeno
de un anticuerpo puede realizarse mediante fragmentos de un
anticuerpo de longitud completa. Las formas de realizacidn
de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos también pueden
ser formatos Dbiespecificos, triespecificos, de doble
especificidad o multiespecificos; unirse especificamente a
dos o mas antigenos diferentes. Los ejemplos de fragmentos
de unidén englobados en el término “fragmento de unidén a
antigeno” de un anticuerpo incluyen: (i) un fragmento Fab
que consta de dominios VL, VH, CL y CH1 (Ward, ES et al.,
(1989) Nature 341, 544- 546); (ii) un fragmento Fd que
consta de los dominios VH y CH1 (McCafferty et al., (1990)
Nature, 348, 552-554); (iii) un fragmento Fv gue consiste
en los dominios VL y VH de un solo anticuerpo (Holt et al.,
(2003) Trends in Biotechnology 21, 484-490) ; (1iv) un
fragmento dAb (Ward, ES et al., Nature 341, 544-546 (1989),
McCafferty et al., (1990) Nature, 348, 552-554, Holt et
al., (2003) Trends in Biotechnology 21, 484-490], gque consta
de un dominio VH o VL; (v) regiones CDR aisladas; (vi)
fragmentos F(ab’)2, un fragmento bivalente gue comprende
dos fragmentos Fab enlazados (vii) Fv de cadena sencilla
moléculas (scFv), en las que un dominio VH y un dominio VL

estdn unidos por un enlazador peptidico que permite que los
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dos dominios se asocien para formar un sitio de unidén al
antigeno (Bird et al., (1988) Science, 242, 423-426, Huston
et al., (1988) PNAS USA, 85, 5879-5883). La invencidn
también abarca un fragmento Fab’. Ademas, aungue los dos
dominios del fragmento Fv, VL y VH, estédn codificados por
genes separados, pueden unirse, utilizando métodos
recombinantes, mediante un enlazador sintético gque les
permita fabricarse como una Unica cadena de proteina en la
que las regiones VL y VH se emparejan para formar moléculas
monovalentes (conocidas como Fv monocatenario (scFv) .
Dichos anticuerpos monocatenarios son también se pretende
que esté incluido dentro del término “fragmento de unidén a
antigeno” de un anticuerpo. En determinadas formas de forma
de realizacidédn de la invencidn, se pueden 1incorporar
moléculas scFv en una proteina de fusidén. En algunas formas
de realizacidén, la invencidén incluye un anticuerpo de
camélido de cadena sencilla; (viii) dimeros Fv
monocatenarios biespecificos (PCT/US92109965) % (ix)
“diacuerpos”, fragmentos multivalentes o multiespecificos
construidos por fusidén génica (WO94/13804; Holliger, P.
(1993) et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 90 06444-6448). Los
diacuerpos son anticuerpos bivalentes, biespecificos en los
que los dominios VH y VL se expresan en una sola cadena
polipeptidica, pero gque wutilizan un enlazador gue es

demasiado corto para permitir el emparejamiento entre 1los
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dos dominios de 1la misma cadena, lo qgue obliga a 1los
dominios a emparejarse con dominios complementarios de otra
cadena y creando dos sitios de unidén al antigeno (véase,
por ejemplo, Holliger, P., et al. (1993) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90: 6444-6448; Poljak, RJ, et al. (1994) Structure
2: 1121-1123). Tales fragmentos de unidén de anticuerpos son
conocidos en la técnica (Kontermann y Dubel eds., Antibody
Engineering (2001) Springer-Verlag. New York. 790 pags.).
En algunos aspectos, la invencidén incluye un anticuerpo de
dominio uUnico. En general, el término “anticuerpo” cuando
se usa en este documento abarca un “fragmento de
anticuerpo”. Un fragmento de anticuerpo generalmente
conserva las propiedades de wunidén al antigeno de un
anticuerpo de longitud completa.

[0051] Las moléculas de Fv, scFv o de diacuerpo pueden
estabilizarse mediante la incorporacidn de puentes
disulfuro que unen los dominios VH y VL (Reiter, Y. et al.,
Nature Biotech, 14, 1239-1245, 1996). También se pueden
preparar minicuerpos que comprenden un scFv unido a un
dominio CH3 (Hu, S. et al., (1996) Cancer Res., 56, 3055-
3061) . Otros ejemplos de fragmentos de unidén pueden ser
Fab’, gue se diferencia de los fragmentos Fab por la adicidn
de algunos residuos en el extremo carboxilo del dominio CHI1
de la cadena pesada, incluidas una o mas cisteinas de la

regidén bisagra del anticuerpo, vy Fab’-SH, gue es un
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fragmento Fab’, en donde el o los residuos de cisteina de
los dominios constantes llevan un grupo tiol libre.

[0052] “Fv”, cuando se usa en el presente documento, puede
referirse al fragmento minimo de un anticuerpo gque retiene
tanto los sitios de reconocimiento de antigeno como de unidn
a antigeno. “Fab” cuando se usa en este documento puede
referirse a un fragmento de un anticuerpo gque comprende el
dominio constante de la cadena ligera y el dominio CH1 de
la cadena pesada. El término “mAb” se refiere a un
anticuerpo monoclonal.

[0053] La “regidén Fc” o el “dominio Fc” se refiere a una
secuencia de polipéptidos correspondiente o derivada de la
porcidén de un anticuerpo fuente gue es responsable de 1la
unién a los receptores de anticuerpos en las células y el
componente Clg del complemento. Fc significa “fragmento
cristalino”, el fragmento de un anticuerpo qgue formara
fdcilmente un cristal de proteina. Los distintos fragmentos
de proteinas, gque se describieron originalmente mediante
digestién proteolitica, pueden definir la estructura
general de una proteina inmunoglobulina. Como se definid
originalmente en la bibliografia, el fragmento Fc consta de
las regiones de Dbisagra de cadena pesada unidas por
disulfuro, dominios CH2 y CH3. Sin embargo, mas
recientemente el término se ha aplicado a una cadena

sencilla gue consta de CH3, CH2 y al menos una porcidn de
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la bisagra suficiente para formar un dimero unido por
enlaces disulfuro con una segunda cadena de este tipo. Para
una revisidn de la estructura y funcidn de las
inmunoglobulinas, ver Putnam, The Plasma Proteins, Vol. V
(Academic Press, Inc., 1987), pp. 49-140; and Padlan, Mol.
Immunol. 31:169-217, 1994. Como se usa en este documento,
el término Fc incluye variantes de secuencias de origen
natural. En una forma de realizacidén, los anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos derivados de los mismos
proporcionados en este documento (por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales anti-ASC o) fragmentos de
anticuerpos de los mismos) tienen una regidédn o dominio Fc
modificado. En algunos casos, la regidédn o el dominio Fc
modificado puede conferir una mayor estabilidad térmica al
anticuerpo resultante o al fragmento de anticuerpo derivado
del mismo. La mayor estabilidad térmica puede resultar en
un aumento de la vida media en suero. La regidn o dominio
Fc se puede modificar como se describe en el documento
US20160193295, cuyo contenido se incorpora aqui como
referencia. Como se describe en el documento US20160193295,
la regién o dominio Fc puede modificarse para poseer una
delecidén de uno o més residuos de cisteina en la regidn
bisagra 'y sustitucidédn con un residuo que contiene
sulfhidrilo de uno o mds aminoédcidos de la interfaz CH3. En

otra forma de realizacidn, la regidn Fc o el dominio de los
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anticuerpos o fragmentos de anticuerpos derivados de 1los
mismos proporcionados en este documento (por ejemplo, 1los
anticuerpos monoclonales anti-ASC o fragmentos de
anticuerpos de los mismos) se pueden estabilizar
modificando la regidédn Fc para gue posea enlaces disulfuro
intradominio como se describe en Wozniak-Knopp G, Stadlmann
J, Riker F (2012) Stabilisation of the Fc Fragment of Human
IgGl by Engineered Intradomain Disulfide Bonds. PLoS ONE
7(1): e30083, cuyo contenido se incorpora agqui como
referencia. En otra forma de realizacidn mas, los
anticuerpos tienen regiones Fc modificadas como se describe
en el documento WO 99/58572, gque se incorpora agquili como
referencia. En otras formas de realizacidn mas, la regidn
o dominio Fc puede modificarse como se describe en el
documento US9574010, cuyo contenido se incorpora agqui como
referencia.

[0054] Por los términos “proteina tipo Speck asociada a la
apoptosis que contiene un dominio de reclutamiento
activador de caspasa (CARD)” y “ASC” se entiende un producto
de expresién de un gen ASC o isoformas del mismo, O una
proteina gue comparte al menos 65%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98% o 99%) identidad de secuencia de
aminoacidos con ASC (por ejemplo, NP 037390 (Q9ULZ3-1),
NP 660183 (Q9ULZ3-2) o Q9ULZ3-3 en humanos, NP 075747 en

ratén o NP 758825 (BAC43754) en ratas) y muestra una
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actividad funcional de ASC. Una “actividad funcional” de
una proteina es cualquier actividad asociada con la funcidn
fisioldgica de la proteina. Las actividades funcionales de
ASC incluyen, por ejemplo, el reclutamiento de proteinas
para la activacién de caspasa-1 y el dinicio de la muerte
celular.

[0055] Por el término “gen ASC” o “acido nucleico ASC” se
entiende una secuencia de &cido nucleico gque codifica ASC
nativa, secuencias gendmicas a partir de las cuales se puede
transcribir el ADNc de ASC vy/o variantes alélicas vy
homélogos de los anteriores. Los términos abarcan ADN
bicatenario, ADN monocatenario y ARN.

[0056] Como se usa en este documento, el término
“inflamasoma” significa un complejo de mUltiples proteinas
(por ejemplo, al menos dos proteinas) gque activa la caspasa-
1. Ademés, el término “inflamasoma” puede referirse a un
complejo de multiples proteinas gque activa la actividad
caspasa-1, gque a su vez regula el procesamiento y 1la
activacién de IL-1f3, IL-18 e IL-33. Ver Arend et al. 2008;
Li et al. 2008; y Martinon et al. 2002, cada uno de 1los

cuales se 1incorpora por referencia en su totalidad. Los

términos “inflamasoma NLRP1”, “inflamasoma NALP1”,
“inflamasoma NLRP2”, “inflamasoma NALP2”, “inflamasoma
NLRP3”, “inflamasoma NALP3”, “inflamasoma NLRC4",

“inflamasoma IPAF” o “inflamasoma AIM2” significan un
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complejo proteico de al menos caspasa-1 y una proteina
adaptadora, por ejemplo, ASC. Por ejemplo, los términos
“inflamasoma NLRP1” e “inflamasoma NALP1” pueden significar
un complejo multiproteico gue contiene NLRP1, ASC, caspasa-
1, caspasa-11, XIAP y pannexina-1 para la activacidén de
caspasa-1 y procesamiento de interleuquina-14.,
interleuquina-18 e interleuquina-33. Los términos
“inflamasoma NLRP2” e “inflamasoma NALP2” pueden significar
un complejo multiproteico que contiene NLRP2 (también
conocido como NALP2), ASC y caspasa-1, mientras que 1los
términos “inflamasoma NLRP3” e “inflamasoma NALP3” pueden
significar un complejo multiproteico que contiene NLRP3
(también conocido como NALP3), ASC y los términos
“inflamasoma NLRC4” e “inflamasoma IPAF” pueden significar
un complejo multiproteico gue contiene NLRC4 (también
conocido como IPAF), ASC y caspasa-1l. Ademés, el término
“Inflammasoma ATIM2"” puede significar un complejo
multiproteico que comprende AIM2, ASC y caspasa-1.

[0057] Como se usa en este documento, la frase “identidad
de secuencia” significa el porcentaje de subunidades
idénticas en las ©posiciones correspondientes en dos
secuencias (por ejemplo, secuencias de acido nucleico,
secuencias de aminoacidos) cuando las dos secuencias se
alinean para maximizar el emparejamiento de subunidades, es

decir, tomando en cuenta los huecos y las inserciones. La
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identidad de 1la secuencia se puede medir utilizando un
software de andlisis de secuencias (por ejemplo, el paquete
de software de andlisis de secuencias de Accelrys CGC, San
Diego, CA).

[0058] ©Las frases “cantidad terapéuticamente eficaz” vy
“dosis eficaz” se refieren a una cantidad suficiente para
producir un resultado terapéuticamente (por ejemplo,
clinicamente) deseable; la naturaleza exacta del resultado
variard dependiendo de la naturaleza del trastorno que se
esté tratando. Por ejemplo, cuando el trastorno a tratar es
una LME, el resultado puede ser una mejora en las
habilidades motoras % la funcidén locomotora, una
disminucidén de la lesidédn de la médula espinal, etc. Las
composiciones descritas en este documento pueden
administrarse de una o méas veces al dia a una o mas veces
por semana. El experto en la materia apreciara gque ciertos
factores pueden influir en la dosis y el tiempo necesarios
para tratar eficazmente a un sujeto, incluidos, pero sin
limitacién, la gravedad de 1la enfermedad o trastorno,
tratamientos previos, la salud general vy/o la edad del
sujeto, y otras enfermedades presentes. Ademas, el
tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente
eficaz de las composiciones de la invencidén puede incluir

un Unico tratamiento o una serie de tratamientos.
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[0059] Como se usa en este documento, el término
“tratamiento” se define como la aplicacidn o administracidn
de un agente terapéutico descrito en este documento, o
identificado mediante un método descrito en este documento,
a un paciente, o la aplicacidén o administracidédn del agente
terapéutico a un tejido aislado o 1linea celular de un
paciente, que tiene una enfermedad, un sintoma de enfermedad
0 una predisposicién a una enfermedad, con el propdsito de
curar, sanar, aliviar, aliviar, alterar, remediar, mejorar
o afectar la enfermedad, los sintomas de enfermedad, o la
predisposicién a la enfermedad.

[0060] Los términos “paciente”, “sujeto” e “individuo” se
usan 1indistintamente en este documento y significan un
sujeto mamifero a tratar. En una forma de realizaciédén, el
paciente mamifero es un ser humano. En algunos casos, los
métodos de la invencidn encuentran uso en animales de
experimentacidén, en aplicaciones veterinarias y en el
desarrollo de modelos animales para enfermedades, Jgue
incluyen, pero sin limitacidén, roedores, incluidos ratones,
ratas y hémsteres, asi como primates.

[0061] Como se usa indistintamente en el ©presente
documento, “Ausente en el melanoma 2” y “AIM2” pueden
significar un producto de expresién de un gen AIM2Z2 o
isoformas; o una proteina gue comparte al menos 65%, 75%,

80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de
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secuencia de aminocdcidos con AIM2 (por ejemplo, nuUmero de
acceso(s) NX 014862, NP004824, XP016858337, XP005245673,
AAB81613, BAF84731, AAH10940) y muestra una actividad
funcional de AIMZ2.

[0062] Como se usa indistintamente en el presente
documento, “proteina 1 que contiene dominios NACHT, LRR vy
PYD”, “NALP1” y “NLRP1” significan un producto de expresidn
de un gen o isoformas de NALP1 o NLRP1l; o una proteina gue
comparte al menos 65%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% o 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con NALPI
(por ejemplo, numero de acceso) AAH51787, NP 001028225,
NP 127500, NP 127499, NP 127497, NP055737) y muestra una
actividad funcional de NALPL1.

[0063] Como se usa indistintamente en el ©presente
documento, “NALP2” vy “NLRP2” significan un producto de
expresidén de un gen o isoformas de NALP2 o NLRP2; o una
proteina qgue comparte al menos 65%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 906%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia de
aminodcidos con NALP2 (por ejemplo, numeros de acceso
NP 001167552, NP 001167553, NP 001167554 o NP 060322) vy
muestra una actividad funcional de NALP2.

[0064] Como se usa indistintamente en el presente
documento, “NALP3” vy “NLRP3” significan un producto de
expresién de un gen o isoformas de NALP3 o NLRP3; o una

proteina gque comparte al menos 65%, 75%, 80%, 85%, 90%,
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95%, 906%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia de
aminoacidos con NALP3 (por ejemplo, numeros de acceso
NP 001073289, NP 001120933, NP 001120934, NP 001230062,
NP 004886, NP 899632, XP 011542350, XP 016855670,
XP 016855671, XP 016855672 o XP 016855673) y muestra una
actividad funcional de NALP3.

[0065] Como se usan indistintamente en el presente
documento, “NLRC4” e “IPAF” significan un producto de
expresidén de un gen o isoformas de NLRC4 o IPAF; o una
proteina gue comparte al menos 65%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia de
aminodcidos con NLRC4 (por ejemplo, numeros de acceso
NP 001186067, NP001186068, NP 001289433 o NP 067032) vy
muestra una actividad funcional de NLRCA4.

[0066] ©Los términos “accidente cerebrovascular” v
“accidente cerebrovascular isquémico” se refieren a cuando
se interrumpe el flujo sanguineo a parte del cerebro o la
médula espinal.

[0067] Por “lesidén traumadtica del SNC” se entiende
cualquier agresidén al SNC por una fuerza mecanica externa,
que posiblemente conduzca a alteraciones permanentes o
temporales de la funcidédn del SNC.

[0068] En este documento se describen métodos que implican
técnicas convencionales de Dbiologia molecular. Tales

técnicas son generalmente conocidas en la técnica y se
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describen en detalle en tratados de metodologia tales como
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3°% ed., Vol. 1-3,
ed. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, Nueva York, 2001; and Current Protocols
in Molecular Biology, ed. Ausubel et al., Greene Publishing
y Wiley-Interscience, Nueva York, 1992 (con actualizaciones
periddicas). Las técnicas de inmunologia son generalmente
conocidas en la técnica vy se describen en detalle en
tratados de metodologia tales como Advances in Immunology,
volume 93, ed. Frederick W. Alt, Academic Press, Burlington,
MA, 2007; Making and Using Antibodies: A Practical Handbook,
eds. Gary C. Howard and Matthew R. Kaser, CRC Press, Boca
Raton, FL, 2006; Medical Immunology, 6tFr ed., editado por
Gabriel Virella, Informa Healthcare Press, London, England,
2007; y Harlow and Lane ANTIBODIES: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY, 1988.

[0069] Aungque se pueden usar composiciones y métodos
similares o equivalentes a los descritos en este documento
en la practica o ensayo de la presente invencidn, a
continuacidn se describen composiciones 3% métodos
adecuados. Todas las publicaciones, solicitudes de patente
y patentes mencionadas en este documento se incorporan como
referencia en su totalidad. En caso de conflicto,

prevalecerd la presente memoria descriptiva, incluidas las

56



definiciones. Las formas de realizacidédn particulares
discutidas a continuacidén son solo ilustrativas vy no

pretenden ser limitantes.

VISION GENERAL

[0070] En el presente documento se proporcionan anticuerpos
monoclonales o fragmentos de anticuerpos de los mismos que
se unen especificamente a la proteina de tipo Spec asociada
a la apoptosis que contiene un dominio de reclutamiento
activador de caspasa (ASC). Los anticuerpos monoclonales o
fragmentos de los mismos pueden unirse especificamente a un
fragmento antigénico de ASC gque comprende, consiste o
consiste esencialmente en una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO. 5. Ademds de esta forma de realizacidn, 1la
invencién contempla el uso de anticuerpos monoclonales o
fragmentos de anticuerpos de los mismos en un método para
tratar la inflamacidédn en un sujeto. La inflamacidédn puede
ser una inflamacidén inmune innata. La inflamacidén puede ser
una inflamacidén relacionada con el inflamasoma. En una forma
de realizacidén, los anticuerpos monoclonales o fragmentos
de anticuerpos de los mismos proporcionados en este
documento se pueden usar en un método para reducir la
inflamacidén en un mamifero como se describe en el documento
US 8.685.400, cuyo contenido se incorpora agui como

referencia en su totalidad. La inflamacidén puede estar en
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los pulmones y/o en el sistema nervioso central (SNC). La
inflamacién en los pulmones vy/o el SNC puede ser el
resultado de wuna lesidén (por ejemplo, lesidn cerebral
traumédtica (TBI) o lesién de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o que afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidédn o afliccidn del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidén puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
que padece o se sospecha gue padece EM. El1 anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo de esta forma

de realizacidén puede estar presente en una composicidén tal
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como, por ejemplo, una composicidédn farmacéutica como se
proporciona en el presente documento. En algunos casos, el
anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo se usa en
combinacidén con uno o mas de otros agentes en los métodos
de tratamiento proporcionados aqui. Los otros agentes
pueden ser cualquier agente proporcionado en la presente
(por ejemplo, inhibidores de 1la captacidédn de EV) vy/o
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos dirigidos contra
otros componentes del inflamasoma (por ejemplo, IL-18,
caspasa-1, NALP1l, AIM2, etc.).

[0071] La invencidén también abarca anticuerpos monoclonales
o sus fragmentos de anticuerpo gque se unen especificamente
a ASC, donde el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo
comprende una regidén variable de cadena pesada (VH) y una
regidén variable de cadena ligera (VL), donde la regidén VH
La secuencia de aminoacidos comprende HCDR1 de SEQ ID NO:
6, HCDR2 de SEQ ID NO: 7 y HCDR3 de SEQ ID NO: 8, o una
variante de la misma que tiene al menos una sustitucidn de
aminodcido en HCDR1, HCDR2 y/o HCDR3. Ademéds de esta forma
de realizacidén, la invencidn contempla el uso del anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo en un método
para tratar la inflamacidén en un sujeto. La inflamacidn
puede ser una inflamacidédn inmune innata. La inflamacidn
puede ser una inflamacidén relacionada con el inflamasoma.

En una forma de realizacidén, los anticuerpos monoclonales
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o fragmentos de anticuerpos de los mismos proporcionados en
este documento se pueden usar en un método para reducir la
inflamacidén en un mamifero como se describe en el documento
US 8.685.400, cuyo contenido se incorpora agui como
referencia en su totalidad. La inflamacidén puede estar en
los pulmones y/o en el SNC. La inflamacién en los pulmones
y/o el SNC puede ser el resultado de wuna lesidn (por
ejemplo, lesidén cerebral traumdtica (TBI) o lesidén de 1la
médula espinal (SCI)) o enfermedad, afeccidén o afliccidn
del SNC o que afecte al SNC. Como se proporciona en el
presente documento, la enfermedad, afeccidén o afliccidn del
SNC o) que afecta al SNC puede ser un accidente
cerebrovascular, asi como enfermedades autoinmunes vy/o
enfermedades del SNC, incluida la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA) de Lou Gehrig, esclerosis multiple (EM),
disfuncién inmunoldégica del SNC, degradacidédn muscular,
distrofia muscular (DM), enfermedad de Alzheimer (EA),
enfermedad de Parkinson (EP). El1 uso del anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo en un método
para tratar la inflamacidén puede reducir la inflamacidén en
el SNC y/o pulmones del paciente. El1 uso del anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo en un método
para tratar la inflamacidén puede reducir 1la inflamacidn
inmune innata o relacionada con el inflamasoma en el

paciente. La reduccidén se puede comparar con un control
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(por ejemplo, paciente no tratado y/o paciente antes del
tratamiento). En una forma de realizacidn, el anticuerpo
monoclonal o el fragmento de anticuerpo derivado del mismo
se usa para tratar una lesidén del sistema nervioso central
(SNC) y/o una enfermedad autoinmune, autoinflamatoria,
metabdlica o neurodegenerativa. La lesidén del SNC se puede
seleccionar del grupo gue consiste en lesidn cerebral
traumédtica (TBI), accidente cerebrovascular y lesidédn de 1la
médula espinal (SCI) . La enfermedad autoinmune o
neurodegenerativa puede seleccionarse entre esclerosis
lateral amiotrdéfica (ELZA), enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson (EP), distrofia muscular (DM),

lupus eritematoso sistémico, nefritis lupica, artritis

reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal (por
ejemplo, enfermedad de Crohn y colitis ulcerante) %
esclerosis multiple (EM). En una forma de realizacién, el

anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo derivado
del mismo se usa para tratar la EM administrando el
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo derivado
del mismo a un paciente que padece o se sospecha gue padece
EM. En una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal
o el fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EP administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente

gque padece o0 se sospecha que padece EP. En una forma de
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realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo derivado del mismo se usa para tratar la nefritis
lapica administrando el anticuerpo monoclonal o) el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
que padece o se sospecha que padece nefritis lupica. La
enfermedad metabdlica se puede seleccionar entre sindrome
metabdlico, obesidad, diabetes mellitus, nefropatia
diabética o enfermedad renal diabética (DKD), resistencia
a la insulina, aterosclerosis, un trastorno por
almacenamiento de lipidos, una enfermedad por
almacenamiento de glucdégeno, deficiencia de acil-coenzima
A deshidrogenasa de cadena media, enfermedad del higado
graso no alcohdélico (por ejemplo, esteatohepatitis no
alcohélica (NASH)) y gota. En una forma de realizacidn, el
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo derivado
del mismo se usa para tratar la nefropatia diabética
administrando el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo derivado del mismo a un paciente que padece o se
sospecha que padece nefropatia diabética. En una forma de
realizacién, el anticuerpo monoclonal o fragmento de
anticuerpo derivado del mismo se usa para tratar NASH
administrando el anticuerpo monoclonal o fragmento de
anticuerpo derivado del mismo a un paciente que padece o se
sospecha gque padece NASH. La enfermedad autoinflamatoria

puede ser sindrome periddico asociado a criopirina (CAPS).
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CAPS puede abarcar el sindrome autoinflamatorio familiar
por frio (FCAS), el sindrome de Muckle-Wells (MWS) vy la
enfermedad inflamatoria multisistémica de inicio neonatal
(NOMID) . En una forma de realizacidn, el anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo derivado del mismo se
usa para tratar CAPS administrando el anticuerpo monoclonal
o fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
que padece o se sospecha que padece CAPS. El1 anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo de esta forma
de realizacidn puede estar presente en una composicidn tal
como, por ejemplo, una composicidédn farmacéutica como se
proporciona en el presente documento. En algunos casos, el
anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo se usa en
combinacidédn con uno o mas de otros agentes en los métodos
de tratamiento ©proporcionados aqui. Los otros agentes
pueden ser cualquier agente proporcionado en la presente
(por ejemplo, inhibidores de 1la captacidédn de EV) vy/o
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos dirigidos contra
otros componentes del inflamasoma (por ejemplo, IL-18,
caspasa-1, NALP1l, AIM2, etc.).

[0072] En algunas formas de realizacidén, la invencidn
proporciona anticuerpos monoclonales 0 fragmentos de
anticuerpos de los mismos que se unen especificamente a
ASC, donde el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo

comprende una regidén variable de cadena ligera (VL) y una
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regidén variable de cadena pesada (VH), donde la secuencia
de aminodcidos de la regidédn VL comprende LCDR1 de SEQ ID
NO: 12, LCDR2 de SEQ ID NO: 13 y LCDR3 de SEQ ID NO: 14, o
una variante de la misma gue tiene al menos una sustitucidn
de aminodcido en LCDR1, LCDR2 y/o LCDR3. Ademéds de esta
forma de realizacidn, la invencidn contempla el uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidédn en un sujeto. La
inflamacién puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacidén puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. En una forma de realizacidén, los anticuerpos
monoclonales o fragmentos de anticuerpos de los mismos
proporcionados en este documento se pueden usar en un método
para reducir la inflamacidén en un mamifero como se describe
en el documento US 8.685.400, cuyo contenido se incorpora
aqui como referencia en su totalidad. La inflamacidén puede
estar en los pulmones y/o en el SNC. La inflamacidén en los
pulmones y/o el SNC puede ser el resultado de una lesidn
(por ejemplo, lesidn cerebral traumdtica (TBI) o lesidén de
la médula espinal (SCI)) o enfermedad, afeccidén o afliccidn
del SNC o que afecte al SNC. Como se proporciona en el
presente documento, la enfermedad, afeccidén o afliccidn del
SNC o) que afecta al SNC puede ser un accidente
cerebrovascular, asi como enfermedades autoinmunes vy/o

enfermedades del SNC, incluida la esclerosis lateral
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amiotréfica (ELA) de Lou Gehrig, esclerosis multiple (EM),
disfuncidén inmunoldégica del SNC, degradacidén muscular,
distrofia muscular (DM), enfermedad de Alzheimer (EA),
enfermedad de Parkinson (EP) . El uso del anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo en un método
para tratar la inflamacidn puede reducir la inflamacidn en
el SNC y/o pulmones del paciente. El1 uso del anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo en un método
para tratar la inflamacidén puede reducir 1la inflamacidn
inmune innata o relacionada <con el inflamasoma en el
paciente. La reduccidén se puede comparar con un control
(por ejemplo, paciente no tratado y/o paciente antes del
tratamiento). En una forma de realizacidn, el anticuerpo
monoclonal o el fragmento de anticuerpo derivado del mismo
se usa para tratar una lesidén del sistema nervioso central
(SNC) y/o una enfermedad autoinmune, autoinflamatoria,
metabdlica o neurodegenerativa. La lesidén del SNC se puede
seleccionar del grupo gue consiste en lesidén cerebral
traumética (TBI), accidente cerebrovascular y lesidén de 1la
médula espinal (SCI) . La enfermedad autoinmune o
neurodegenerativa puede seleccionarse entre esclerosis
lateral amiotrdfica (ELA), enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson (EP), distrofia muscular (DM),
lupus eritematoso sistémico, nefritis lUpica, artritis

reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal (por
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ejemplo, enfermedad de Crohn vy colitis ulcerante) %
esclerosis multiple (EM). En una forma de realizacidn, el
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo derivado
del mismo se usa para tratar la EM administrando el
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo derivado
del mismo a un paciente que padece o se sospecha que padece
EM. En una forma de realizacidn, el anticuerpo monoclonal
o el fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EP administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
qgue padece o0 se sospecha que padece EP. En una forma de
realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo derivado del mismo se usa para tratar la nefritis
lapica administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
que padece o se sospecha qgue padece nefritis lupica. La
enfermedad metabdlica se puede seleccionar entre sindrome
metabdlico, obesidad, diabetes mellitus, nefropatia
diabética o enfermedad renal diabética (DKD), resistencia
a la insulina, aterosclerosis, un trastorno por
almacenamiento de lipidos, una enfermedad por
almacenamiento de glucdégeno, deficiencia de acil-coenzima
A deshidrogenasa de cadena media, enfermedad del higado
graso no alcohdélico (por ejemplo, esteatohepatitis no

alcohélica (NASH)) y gota. En una forma de realizacidén, el
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anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo derivado
del mismo se usa para tratar 1la nefropatia diabética
administrando el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo derivado del mismo a un paciente que padece o se
sospecha que padece nefropatia diabética. En una forma de
realizacidn, el anticuerpo monoclonal o fragmento de
anticuerpo derivado del mismo se wusa para tratar NASH
administrando el anticuerpo monoclonal o fragmento de
anticuerpo derivado del mismo a un paciente que padece o se
sospecha que padece NASH. La enfermedad autoinflamatoria
puede ser sindrome peridédico asociado a criopirina (CAPS).
CAPS puede abarcar el sindrome autoinflamatorio familiar
por frio (FCAS), el sindrome de Muckle-Wells (MWS) vy la
enfermedad inflamatoria multisistémica de inicio neonatal
(NOMID) . En una forma de realizacidn, el anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo derivado del mismo se
usa para tratar CAPS administrando el anticuerpo monoclonal
o fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
que padece o se sospecha que padece CAPS. El1 anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo de esta forma
de realizacidédn puede estar presente en una composicidén tal
como, por ejemplo, una composicidédn farmacéutica como se
proporciona en el presente documento. En algunos casos, el
anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo se usa en

combinacidédn con uno o mas de otros agentes en los métodos
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de tratamiento ©proporcionados aqui. Los otros agentes
pueden ser cualquier agente proporcionado en la presente
(por ejemplo, inhibidores de 1la captacidédn de EV) vy/o
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos dirigidos contra
otros componentes del inflamasoma (por ejemplo, IL-18,
caspasa-1, NALP1l, AIM2, etc.).

[0073] En otras formas de realizacidén, la invencidn también
proporciona anticuerpos monoclonales 0 fragmentos de
anticuerpos de los mismos gque se unen especificamente a
ASC, donde el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo
comprende una regidén variable de cadena pesada (VH) y una
regidén variable de cadena ligera (VL), en donde la secuencia
de aminodcidos de la regién VH comprende HCDR1 de SEQ ID
NO: 6, HCDR2 de SEQ ID NO: 7 y HCDR3 de SEQ ID NO: 8, o una
variante de la misma que tiene al menos una sustitucidn de
aminodcido en HCDR1, HCDR2 y/o HCDR3; y donde la secuencia
de aminodcidos de la regién VL comprende LCDR1 de SEQ ID
NO: 12, LCDR2 de SEQ ID NO: 13 y LCDR3 de SEQ ID NO: 14, o
una variante de la misma que tiene al menos una sustitucidn
de aminodcido en LCDR1, LCDR2 y/o LCDR3. Ademéds de esta
forma de realizacidédn, la invencidn contempla el uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidédn en un sujeto. La
inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La

inflamacién puede ser una inflamacién relacionada con el
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inflamasoma. En una forma de realizacidén, los anticuerpos
monoclonales o fragmentos de anticuerpos de los mismos
proporcionados en este documento se pueden usar en un método
para reducir la inflamacidén en un mamifero como se describe
en el documento US 8.685.400, cuyo contenido se incorpora
aqui como referencia en su totalidad. La inflamacidén puede
estar en los pulmones y/o en el SNC. La inflamacidén en los
pulmones y/o el SNC puede ser el resultado de una lesidn
(por ejemplo, lesidn cerebral traumdtica (TBI) o lesidén de
la médula espinal (SCI)) o enfermedad, afeccidn o afliccidn
del SNC o que afecte al SNC. Como se proporciona en el
presente documento, la enfermedad, afeccidén o afliccidn del
SNC o) que afecta al SNC puede ser un accidente
cerebrovascular, asi como enfermedades autoinmunes vy/o
enfermedades del SNC, incluida la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA) de Lou Gehrig, esclerosis multiple (EM),
disfuncidén inmunoldégica del SNC, degradacidén muscular,
distrofia muscular (DM), enfermedad de Alzheimer (EA),
enfermedad de Parkinson (EP). E1 wuso del anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo en un método
para tratar la inflamacidén puede reducir la inflamacidén en
el SNC y/o pulmones del paciente. El1 uso del anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo (en un método
para tratar la inflamacidén puede reducir la inflamacidn

inmune 1innata o relacionada <con el inflamasoma en el
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paciente. La reduccidén puede compararse con un control (por
ejemplo, Paciente no tratado vy/o ©paciente antes del
tratamiento). En una forma de realizacidn, el anticuerpo
monoclonal o el fragmento de anticuerpo derivado del mismo
se usa para tratar una lesidén del sistema nervioso central
(SNC) y/0o una enfermedad autoinmune, autoinflamatoria,
metabdlica o neurodegenerativa. La lesidén del SNC se puede
seleccionar del grupo gue consiste en lesidén cerebral
traumédtica (TBI), accidente cerebrovascular y lesidén de 1la
médula espinal (SCI) . La enfermedad autoinmune o
neurodegenerativa puede seleccionarse entre esclerosis
lateral amiotrdéfica (ELZA), enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson (EP), distrofia muscular (DM),

lupus eritematoso sistémico, nefritis 1lupica, artritis

reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal (por
ejemplo, enfermedad de Crohn y colitis wulcerante) %
esclerosis multiple (EM). En una forma de realizacidén, el

anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo derivado
del mismo se usa para tratar la EM administrando el
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo derivado
del mismo a un paciente que padece o0 se sospecha gue padece
EM. En una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal
o el fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EP administrando el anticuerpo monoclonal o el

fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
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gque padece o0 se sospecha que padece EP. En una forma de
realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo derivado del mismo se usa para tratar la nefritis
lapica administrando el anticuerpo monoclonal o) el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
que padece o se sospecha que padece nefritis lupica. La
enfermedad metabdlica se puede seleccionar entre sindrome
metabdlico, obesidad, diabetes mellitus, nefropatia
diabética o enfermedad renal diabética (DKD), resistencia
a la insulina, aterosclerosis, un trastorno por
almacenamiento de lipidos, una enfermedad por
almacenamiento de glucdégeno, deficiencia de acil-coenzima
A deshidrogenasa de cadena media, enfermedad del higado
graso no alcohdélico (por ejemplo, esteatohepatitis no
alcohbélica (NASH)) y gota. En una forma de realizacidén, el
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo derivado
del mismo se usa para tratar la nefropatia diabética
administrando el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo derivado del mismo a un paciente que padece o se
sospecha que padece nefropatia diabética. En una forma de
realizacién, el anticuerpo monoclonal o fragmento de
anticuerpo derivado del mismo se usa para tratar NASH
administrando el anticuerpo monoclonal o fragmento de
anticuerpo derivado del mismo a un paciente que padece o se

sospecha gque padece NASH. La enfermedad autoinflamatoria
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puede ser sindrome periddico asociado a criopirina (CAPS).
CAPS puede abarcar el sindrome autoinflamatorio familiar
por frio (FCAS), el sindrome de Muckle-Wells (MWS) vy la
enfermedad inflamatoria multisistémica de inicio neonatal
(NOMID) . En una forma de realizacidn, el anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo derivado del mismo se
usa para tratar CAPS administrando el anticuerpo monoclonal
o fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
que padece o se sospecha que padece CAPS. El anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo de esta forma
de realizacidédn puede estar presente en una composicidén tal
como, por ejemplo, una composicidédn farmacéutica como se
proporciona en el presente documento. En algunos casos, el
anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo se usa en
combinacidén con uno o mas de otros agentes en los métodos
de tratamiento ©proporcionados aqui. Los otros agentes
pueden ser cualquier agente proporcionado en la presente
(por ejemplo, 1inhibidores de 1la captacidén de EV) vy/o
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos dirigidos contra
otros componentes del inflamasoma (por ejemplo, IL-18,
caspasa-1, NALP1l, AIM2, etc.).

[0074] En el presente documento se proporcionan
composiciones y métodos para reducir la inflamacidén inmune
innata o relacionada con el inflamasoma. En algunos casos,

la inflamacidédn relacionada con el inflamasoma se encuentra
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en el SNC de un mamifero que ha sido sometido o se ve
afectado por wuna afeccidn qgue produce o causa una
inflamacidén innata o relacionada con el inflamasoma. En
algunos casos, la inflamacidén relacionada con el
inflamasoma se encuentra en un mamifero (por ejemplo, un
ser humano) que padece o0 se sospecha que estda afectado por
una afeccidédn gue estd asociada, da como resultado o causa
una inflamacidén innata o relacionada con el inflamasoma. La
afeccidén que produce o causa una inflamacidén inmune innata
o relacionada con el inflamasoma puede ser una lesidn del
SNC, una enfermedad o} trastorno autoinmune,
autoinflamatorio, neurodegenerativo vy/o metabdlico. La

lesidén del SNC se puede seleccionar del grupo que consiste

en lesidn cerebral traumdtica (TBI), accidente
cerebrovascular y lesidén de la médula espinal (SCI). La
enfermedad autoinmune o) neurodegenerativa puede

seleccionarse entre esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA),
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson (EP),
distrofia muscular (DM) , lupus eritematoso sistémico,
nefritis lapica, artritis reumatoide, enfermedad
inflamatoria intestinal (por ejemplo, enfermedad de Crohn
y colitis ulcerante) y esclerosis multiple (EM) . La
enfermedad metabdlica se puede seleccionar entre sindrome
metabdlico, obesidad, diabetes mellitus, nefropatia

diabética o enfermedad renal diabética (DKD), resistencia
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a la insulina, aterosclerosis, un trastorno por
almacenamiento de lipidos, una enfermedad por
almacenamiento de glucdgeno, deficiencia de acil-coenzima
A deshidrogenasa de cadena media, enfermedad del higado
graso no alcohélico (por ejemplo, esteatohepatitis no
alcohélica (NASH)) y gota. La enfermedad autoinflamatoria
puede ser sindrome periddico asociado a criopirina (CAPS).
CAPS puede abarcar el sindrome autoinflamatorio familiar
por frio (FCAS), el sindrome de Muckle-Wells (MWS) vy 1la
enfermedad inflamatoria multisistémica de inicio neonatal
(NOMID) . Las composiciones y métodos descritos en este
documento pueden incluir anticuerpos o fragmentos activos
de los mismos como se proporciona en este documento que se
unen especificamente a al menos un componente (por ejemplo,
ASC) de wun inflamasoma de mamifero vy/o compuestos gque
modulan (por ejemplo, inhiben o reducen) la vesicula
extracelular (EV) captacidédn y uso como tratamientos para la
inflamacidén del SNC en un mamifero. Ejemplos de afecciones
que pueden provocar inflamacién en el SNC incluyen una
lesidén del SNC (por ejemplo, Lesidén de la médula espinal
(SC1I), lesidn cerebral traumdtica (TBI) o} accidente
cerebrovascular), una enfermedad neurodegenerativa, una
enfermedad autoinmune (por ejemplo, EM), asma, enfermedad
pulmonar obstructiva crdénica (EPOC), fibrosis quistica,

enfermedad pulmonar intersticial o sindrome de dificultad
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respiratoria aguda. La composicidén se puede administrar en
una cantidad terapéuticamente eficaz. La cantidad
terapéuticamente eficaz puede ser una dosis como se
proporciona en este documento. El agente puede ser un
inhibidor de la captacidén de vesiculas extracelulares (EV)
y/0 un anticuerpo o un fragmento activo del mismo como se
proporciona en el presente documento gque sSe une a un
componente de un inflamasoma o una combinacidén de 1los
mismos. La composicidédn se puede administrar por cualqguier
via adecuada, por ejemplo, por inhalaciédn, por via
intravenosa, intraperitoneal o intracerebroventricular. La
composicidén puede incluir ademés al menos un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

[0075] En el presente documento se proporcionan
composiciones y métodos para tratar la esclerosis muUltiple
(EM) en un sujeto que padece o se sospecha qgue padece EM.
Los métodos para tratar la EM proporcionados en este
documento pueden implicar la administracidén de una
composicidén (por ejemplo, una composicidén farmacéutica) que
comprende un agente (por ejemplo, IC 100) al sujeto que
padece o se sospecha gque padece EM. La esclerosis multiple
(EM) es una enfermedad autoinmune que afecta el cerebro vy
la médula espinal. El sujeto puede presentar sintomas
clinicos compatibles con la EM. El sujeto puede ser

diagnosticado con cualguier tipo de EM conocido en 1la
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técnica. La EM puede ser EM remitente-recurrente (EMRR), EM
secundaria progresiva (SPMS), EM primaria progresiva (PPMS)
o EM progresiva con recailda (PRMS). El diagndéstico de EM
puede determinarse o puede haberse determinado usando
cualquier método conocido en la técnica. En una forma de
realizacidén, se ha diagnosticado que el sujeto tiene EM
utilizando los métodos detallados en el documento US
62/560.963, presentado el 20 de septiembre de 2017, cuyo
contenido se incorpora agqui como referencia en su totalidad.
El agente puede ser un tratamiento estandar conocido en 1la
técnica para la EM, un inhibidor de la captacidén de EV (por
ejemplo, cualquier inhibidor de la captaciédn de EV de la
Tabla 1), un anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo
como sSe proporciona en este documento gue se une a un
componente de un inflamasoma (por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal anti-ASC o un fragmento de anticuerpo del mismo
tal como, por ejemplo, IC 100) o cualquier combinacidén de
los mismos. La composicién se puede administrar por
cualgquier via adecuada, por ejemplo, por inhalacidén, por
via intravenosa, intraperitoneal o intracerebroventricular.
La composicidédn puede incluir ademds al menos un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable. El tratamiento
estdndar de atencidén puede seleccionarse de terapias
dirigidas a modificar el resultado de la enfermedad,

controlar las recaidas, controlar los sintomas o cualquier
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combinacién de los mismos. Las terapias dirigidas a
modificar el resultado de la enfermedad pueden
seleccionarse entre interferones beta, acetato de
glatiramer, fingolimod, teriflunomida, dimetilfumarato,
mitoxantrona, ocrelizumab, alemtuzumab, daclizumab %
natalizumab.

[0076] En el presente documento se proporcionan
composiciones y métodos para tratar la enfermedad de
Parkinson (EP) en un sujeto que padece o se sospecha que
padece EP. Los métodos para tratar la EP proporcionados en
este documento pueden implicar la administracién de una
composicidén (por ejemplo, una composicidén farmacéutica) que
comprende un agente (por ejemplo, IC 100) al sujeto que
padece o se sospecha qgue padece EP. La enfermedad de
Parkinson (EP) es wun trastorno progresivo del sistema
nervioso que afecta el movimiento debido a la degradacién
gradual y/o la muerte de las células nerviosas en el cerebro
de un mamifero (por ejemplo, un ser humano) gue padece EP.
La EP puede ocurrir y/o progresar a través de cinco etapas
(es decir, etapas 1 a 5) y las composiciones y métodos
proporcionados en este documento pueden usarse para tratar
a un individuo gque padece o se sospecha qgque padece EP en
cualgquiera de las cinco etapas. El diagndéstico de EP puede
determinarse o puede haberse determinado usando cualquier

método conocido en la técnica. En una forma de realizaciédn,
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se ha diagnosticado que el sujeto tiene EP utilizando 1los
métodos detallados en el documento WO 2019/060516,
presentado el 20 de septiembre de 2018, cuyo contenido se
incorpora aqui como referencia en su totalidad. E1 agente
puede ser un tratamiento estandar conocido en la técnica
para la EP, un inhibidor de la captacidn de EV (por ejemplo,
cualquier inhibidor de la captacidén de EV de la Tabla 1),
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo como se
proporciona en este documento gue se une a un componente de
un inflamasoma (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-
ASC o un fragmento de anticuerpo del mismo tal como, por
ejemplo, IC 100) o cualquier combinacién de los mismos. La
composicidn se puede administrar por cualquier via
adecuada, por ejemplo, por inhalacidn, por via intravenosa,
intraperitoneal o intracerebroventricular. La composicidn
puede incluir ademds al menos un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable. El tratamiento estédndar puede
seleccionarse de carbidopa (Lodosyn), combinacidén de
levodopa carbidopa-levodopa, Duopa, agonistas de la
dopamina, inhibidores de la MAO B, inhibidores de la catecol
O-metiltransferasa (COMT), anticolinérgicos, amantadina vy
estimulacidén cerebral profunda. Los agonistas de 1la
dopamina se pueden seleccionar entre pramipexol (Mirapex),
ropinirol (Requip) y rotigotina (Neupro). Los inhibidores

de la MAO B se pueden seleccionar entre selegilina
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(Eldepryl, Zelapar), rasagilina (Azilect) vy safinamida
(Xadago) . Los inhibidores de COMT se pueden seleccionar
entre Entacapone (Comtan) y Tolcapone (Tasmar) . El
anticolinérgico se puede seleccionar entre benztropina
(Cogentin) o trihexifenidilo.

[0077] En el presente documento se proporcionan
composiciones y métodos para tratar la enfermedad de
Alzheimer (EA) en un sujeto que padece o0 se sospecha que
padece EA. Los métodos para tratar la EA proporcionados en
este documento pueden implicar la administracidédn de una
composicidén (por ejemplo, una composicidén farmacéutica) gque
comprende un agente (por ejemplo, IC 100) al sujeto que
padece o se sospecha qgque padece AD. La enfermedad de
Alzheimer (EA) es un trastorno progresivo del sistema
nervioso gue hace que las células cerebrales se degeneren
y mueran en personas que padecen EA y progresa desde un
deterioro cognitivo leve (DCL) hasta una pérdida total de
la memoria e incluso cambios en la personalidad y el
comportamiento. El diagnéstico de EA puede determinarse o
puede haberse determinado usando cualguier método conocido
en la técnica. En una forma de realizacidn, se ha
diagnosticado que el sujeto tiene EA utilizando los métodos
detallados en el documento WO 2019/060516, presentado el 20
de septiembre de 2018, cuyo contenido se incorpora aqui

como referencia en su totalidad. El1 agente puede ser un
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tratamiento estédndar conocido en la técnica para la EA, un
inhibidor de 1la captacidén de EV (por ejemplo, cualqgquier
inhibidor de 1la captacién de EV de la Tabla 1), un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo como se
proporciona en este documento gue se une a un componente de
un inflamasoma (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-
ASC o un fragmento de anticuerpo del mismo tal como, por
ejemplo, IC 100) o cualquier combinacidén de los mismos. La
composicidén se puede administrar por cualgquier via
adecuada, por ejemplo, por inhalacidn, por via intravenosa,
intraperitoneal o intracerebroventricular. La composicidn
puede incluir ademds al menos un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable. El1 tratamiento estandar de
atencidén se puede seleccionar entre inhibidores de 1la
colinesterasa y memantina (Namenda). Los inhibidores de 1la
colinesterasa se pueden seleccionar entre donepezil
(Aricept), galantamina (Razadyne) y rivastigmina (Exelon).
[0078] En el presente documento se proporcionan
composiciones y métodos para tratar la artritis reumatoide
(AR) en un sujeto que padece o se sospecha que padece AR.
Los métodos para tratar la AR proporcionados en este
documento pueden implicar la administracidn de una
composicidn (por ejemplo, una composicidn farmacéutica) que
comprende un agente (por ejemplo, IC 100) al sujeto que

padece o se sospecha que padece AR. La artritis reumatoide
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(AR) es un trastorno inflamatorio autoinmune crdénico gue
puede causar dafio a las articulaciones de un individuo, asi
como a la piel, ojos, pulmones, corazdn y vasos sanguineos.
El diagndéstico de AR se puede o se puede haber determinado
usando cualguier método conocido en la técnica. En una forma
de realizacidn, se ha diagnosticado que el sujeto tiene AR
utilizando los métodos detallados en el documento WO
2019/060516, presentado el 20 de septiembre de 2018, cuyo
contenido se incorpora aqui como referencia en su totalidad.
El agente puede ser un tratamiento estandar de atencidn
conocido en la técnica para la AR, un inhibidor de 1la
captacién de EV (por ejemplo, cualquier inhibidor de 1la
captacidén de EV de la Tabla 1), un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo del mismo como se proporciona en este
documento que se une a un componente de un inflamasoma (por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-ASC o un fragmento
de anticuerpo del mismo tal como, por ejemplo, IC 100) o
cualquier combinacién de los mismos. La composicidn se puede
administrar por cualquier via adecuada, por ejemplo, por
inhalacién, por via intravenosa, intraperitoneal o)
intracerebroventricular. La composicidén puede incluir
ademads al menos un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable. El tratamiento estédndar de atencidn puede
seleccionarse entre fdrmacos antiinflamatorios no

esteroides (AINE), esteroides (por ejemplo, Prednisona),
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fdrmacos antirreumdticos modificadores de la enfermedad
(FAME) vy agentes Dbioldédgicos. Los AINE pueden incluir
ibuprofeno (Advil, Motrin IB) y naproxeno sbédico (Aleve).
Los DMARD pueden incluir metotrexato (Trexall, Otrexup,
otros), leflunomida (Arava), hidroxicloroguina (Plagquenil)
y sulfasalazina (Azulfidina). Los agentes bioldgicos pueden
incluir abatacept (Orencia), adalimumab (Humira), anakinra
(Kineret), Dbaricitinib (Olumiant), certolizumab (Cimzia),
etanercept (Enbrel), golimumab (Simponi), infliximab
(Remicade), rituximab (Rituxan), sarilumab (Kevzara),
tocilizumab (Actemra) y tofacitinib (Xeljanz).

[0079] En el presente documento se proporcionan
composiciones y métodos para tratar la nefritis lupica en
un sujeto qgue padece o0 se sospecha que padece nefritis
lapica. Los métodos para tratar la nefritis 1lupica
proporcionados en este documento pueden implicar la
administracidédn de una composicidn (por ejemplo, Una
composicidédn farmacéutica) gue comprende un agente (por
ejemplo, IC 100) al sujeto gue padece o se sospecha que
padece nefritis lupica. La nefritis lupica es un tipo de
inflamacidén renal que a menudo es una complicacidn comin
del lupus eritematoso sistémico a menudo denominado
simplemente lupus. La nefritis 1lupica es una enfermedad
autoinmune en la que los autoanticuerpos contra el lupus

afectan las estructuras de los rifiones de un individuo, 1lo
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que puede provocar inflamacidén renal, asi como hematuria,
proteinuria, presidén arterial alta, deterioro de la funcidn
renal o incluso insuficiencia renal. E1 diagndéstico de
nefritis lUpica se puede o se puede haber determinado usando
cualquier método conocido en la técnica. En una forma de
realizacidén, se ha diagnosticado que el sujeto tiene
nefritis 1lupica utilizando los métodos detallados en el
documento WO 2019/060516, presentado el 20 de septiembre de
2018, cuyo contenido se incorpora aqui como referencia en
su totalidad. El agente puede ser un tratamiento estéandar
conocido en la técnica para la nefritis lupica, un inhibidor
de la captacién de EV (por ejemplo, cualgquier inhibidor de
la captacidédn de EV de la Tabla 1), un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo del mismo como se proporciona en este
documento que se une a un componente de un inflamasoma (por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-ASC o un fragmento
de anticuerpo del mismo tal como, por ejemplo, IC 100) o
cualquier combinacién de los mismos. La composicidn se puede
administrar por cualquier via adecuada, por ejemplo, por
inhalacién, por via intravenosa, intraperitoneal o)
intracerebroventricular. La composicidén puede incluir
ademads al menos un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable. El1 tratamiento estéandar de atencidn para la
nefritis lupica puede incluir medicamentos para controlar

la presidén arterial y/o una dieta especial baja en proteinas
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y sal. Ademés, el tratamiento estédndar para la nefritis
lapica puede ser tratamientos para el lupus como, por
ejemplo, medicamentos antiinflamatorios no esteroides
(AINE), medicamentos antipaludicos, corticosteroides (por
ejemplo, prednisona; metilprednisolona), inmunosupresores
0 agentes bioldgicos. Los ejemplos de AINE pueden incluir

naproxeno sbébdico (Aleve) e ibuprofeno (Advil, Motrin IB,

otros). Un ejemplo de farmaco antipaltdico puede ser la
hidroxicloroquina (Plaguenil) . Los ejemplos de
inmunosupresores pueden incluir azatioprina (Imuran,

Azasan), micofenolato de mofetilo (CellCept) y metotrexato
(Trexall). Los ejemplos de productos Dbiolbdgicos pueden
incluir belimumab (Benlysta) o rituximab (Rituxan).

[0080] En el presente documento se proporcionan
composiciones y métodos para tratar la esteatohepatitis no
alcohdélica (NASH) en un sujeto gue padece o se sospecha que
padece NASH. Los métodos para tratar NASH proporcionados en
este documento pueden implicar la administracidédn de una
composicidén (por ejemplo, una composicidén farmacéutica) que
comprende un agente (por ejemplo, IC 100) al sujeto que
padece o se sospecha que padece NASH. NASH es un tipo de
enfermedad del higado graso no alcohdélico (NAFLD). NAFLD es
un término genérico para una variedad de afecciones
hepadticas gque afectan a las personas gque beben poco o nada

de alcohol. ©La caracteristica principal de NAFLD es
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demasiada grasa almacenada en las células del higado y estéa
marcada por la inflamacidén del higado, gque puede progresar
a cicatrices y dafio 1irreversible. Este dafio puede ser
similar al causado por el consumo excesivo de alcohol. En
su forma mas grave, la esteatohepatitis no alcohdélica puede
progresar a cirrosis e insuficiencia hepatica. El
diagndéstico de NASH se puede o se puede haber determinado
usando cualguier método conocido en la técnica. En una forma
de realizacidén, se ha diagnosticado que el sujeto tiene
NASH utilizando los métodos detallados en el documento WO
2019/060516, presentado el 20 de septiembre de 2018, cuyo
contenido se incorpora aqui como referencia en su totalidad.
El agente puede ser un tratamiento estandar conocido en la
técnica para NASH, un inhibidor de la captacidén de EV (por
ejemplo, cualquier inhibidor de la captacidédn de EV de la
Tabla 1), un anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo
como se proporciona en el presente documento gque se une a
un componente de un inflamasoma (por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal anti-ASC o un fragmento de anticuerpo del mismo
tal como, por ejemplo, IC 100) o cualquier combinacidén de
los mismos. La composicién se puede administrar por
cualquier via adecuada, por ejemplo, por inhalacidn, por
via intravenosa, intraperitoneal o intracerebroventricular.
La composicidén puede incluir ademds al menos un portador o

diluyente farmacéuticamente aceptable. El tratamiento
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estdndar para la EHNA puede incluir cambios en el estilo de
vida, como perder peso, aumentar el ejercicio, evitar 1los
medicamentos que dafian el higado, reducir el colesterol y/o
controlar la diabetes.

[0081] En el presente documento se proporcionan
composiciones y métodos para tratar la nefropatia diabética
en un sujeto que padece o se sospecha que padece nefropatia
diabética. Los métodos para tratar la nefropatia diabética
proporcionados en este documento pueden implicar la
administracidédn de una composicidn (por ejemplo, una
composicidédn farmacéutica) gque comprende un agente (por
ejemplo, IC 100) al sujeto gue padece o se sospecha que
padece nefropatia diabética. La nefropatia diabética es una
complicacidn grave relacionada con el rifién de la diabetes
de tipo 1 vy la diabetes de tipo 2 gue también puede
denominarse enfermedad renal diabética (DKD) . ELl
diagnbéstico de DKD puede o puede haberse determinado usando
cualquier método conocido en la técnica. En una forma de
realizacidén, se ha diagnosticado gque el sujeto tiene DKD
utilizando los métodos detallados en el documento WO
2019/060516, presentado el 20 de septiembre de 2018, cuyo
contenido se incorpora aquil como referencia en su totalidad.
El agente puede ser un tratamiento estandar conocido en la
técnica para la DKD, un inhibidor de la captacidén de EV

(por ejemplo, cualquier inhibidor de la captacidén de EV de
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la Tabla 1), un anticuerpo o fragmento de anticuerpo del
mismo como se proporciona en este documento que se une a un
componente de un inflamasoma (por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal anti-ASC o un fragmento de anticuerpo del mismo
tal como, por ejemplo, IC 100) o cualquier combinacidén de
los mismos. La composicidédn se puede administrar por
cualquier via adecuada, por ejemplo, por inhalacidn, por
via intravenosa, intraperitoneal o intracerebroventricular.
La composicién puede incluir ademds al menos un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable. El tratamiento
estidndar de atencidén para la nefropatia diabética puede
incluir cambios en el estilo de vida, como perder peso,
aumentar el ejercicio, reducir el colesterol, controlar las
proteinas en la orina, fomentar la salud b6sea, controlar la
presidén arterial alta, controlar la diabetes, diédlisis
renal o trasplante.

[0082] En el presente documento se proporcionan
composiciones y métodos para tratar la enfermedad
inflamatoria intestinal (EII) en un sujeto que padece o se
sospecha qgque padece EII. Los métodos para tratar la EII
proporcionados en este documento pueden implicar la
administraciédn de una composicidn (por ejemplo, una
composicidén farmacéutica) que comprende un agente (por
ejemplo, IC 100) al sujeto gque padece o se sospecha que

padece EII. La EII es un término general gue se usa para
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describir los trastornos gque involucran 1la inflamacidn
crbénica del tracto digestivo de un individuo. La EII puede
incluir colitis ulcerante y enfermedad de Crohn. La colitis
ulcerante es una inflamacidén prolongada y llagas (Ulceras)
en el revestimiento mds interno del intestino grueso (colon)
y recto, mientras que la enfermedad de Crohn se caracteriza
por la inflamacidén del revestimiento del tracto digestivo,
que a menudo se extiende profundamente a los tejidos
afectados. El diagndéstico de IBD se puede o se puede haber
determinado usando cualguier método conocido en la técnica.
En una forma de realizacidén, se ha diagnosticado que el
sujeto tiene EII utilizando los métodos detallados en el
documento WO 2019/060516, presentado el 20 de septiembre de
2018, cuyo contenido se incorpora aqui como referencia en
su totalidad. El agente puede ser un tratamiento estéandar
conocido en la técnica para la EII, un inhibidor de 1la
captacién de EV (por ejemplo, cualgquier inhibidor de 1la
captacién de EV de la Tabla 1), un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo del mismo como se proporciona en el presente
documento gque se une a un componente de un inflamasoma (por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-ASC o un fragmento
de anticuerpo del mismo tal como, por ejemplo, IC 100) o
cualquier combinacidén de los mismos. La composicidn se puede
administrar por cualquier via adecuada, por ejemplo, por

inhalacién, por via intravenosa, intraperitoneal o)
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intracerebroventricular. La composicidédn puede incluir
ademéds al menos un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable. El tratamiento estandar para la EITI puede incluir
medicamentos antiinflamatorios, supresores del sistema
inmunolégico, antibidéticos, medicamentos antidiarreicos,
analgésicos, suplementos de hierro y suplementos de calcio
y vitamina D. Los antibidéticos pueden incluir
ciprofloxacina (Cipro) y metronidazol (Flagyl) . Los
ejemplos de fdrmacos inmunosupresores pueden incluir
azatioprina (Azasan, Imuran), mercaptopurina (Purinethol,
Purixan), ciclosporina (Gengraf, Neoral, Sandimmune) y
metotrexato (Trexall). Otros ejemplos de inmunosupresores
pueden incluir inhibidores del factor de necrosis tumoral
(TNF) alfa o Dbioldbgicos como, por ejemplo, infliximab
(Remicade), adalimumab (Humira), golimumab (Simponi),
natalizumab (Tysabri), vedolizumab (Entyvio) y ustekinumab.
(Stelara) . Los antiinflamatorios pueden incluir
corticosteroides vy aminosalicilatos, como, por ejemplo,
mesalamina (Asacol HD, Delzicol), balsalazida (Colazal) vy
olsalazina (Dipentum).

[0083] En el presente documento se proporcionan
composiciones y métodos para tratar el sindrome periddico
asociado a criopirina (CAPS) en un sujeto gque padece o se
sospecha que padece CAPS. Los métodos para tratar CAPS

proporcionados en este documento pueden implicar 1la
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administracién de una composicidén (por ejemplo, una
composicidédn farmacéutica) gque comprende un agente (por
ejemplo, IC 100) al sujeto que padece o se sospecha que
padece CAPS. Los sindromes periddicos asociados a
criopirina (CAPS), también llamados sindrome
autoinflamatorio asociado a criopirina, consisten en tres
enfermedades autoinflamatorias relacionadas con un defecto
en el mismo gen (es decir, NLRP3): enfermedad inflamatoria
multisistémica de aparicidén neonatal (NOMID), sindrome de
Muckle-Wells (MWS)) vy sindrome autoinflamatorio familiar
por frio (FCAS). NOMID se caracteriza por fiebre con
inflamacidén en muUltiples 6érganos. Los primeros sintomas de
NOMID pueden incluir una erupcién similar a una colmena que
no pica; inflamacidén de la membrana que rodea el cerebro,
que causa dolor de cabeza, ceguera o pérdida auditiva;
apariencia abultada de los ojos; y episodios de védmitos.
Después del afio de edad, la mitad de los nifios con NOMID
pueden desarrollar dolor e hinchazdén en las articulaciones.
E1l MWS se caracteriza por sintomas que aparecen \
desaparecen, como erupcidédn cuténea, ojos rojos, dolor en
las articulaciones y dolores de cabeza intensos con vémitos.
Los episodios duran entre uno y tres dias. La pérdida de
audicidén, gue puede ser completa, a menudo ocurre en la
adolescencia. FCAS se caracteriza por fiebre, escalofrios,

nduseas, sed extrema, dolor de cabeza vy dolor en las
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articulaciones. El diagndéstico de CAPS se puede o se puede
haber determinado usando cualquier método conocido en 1la
técnica. En una forma de realizacidn, se ha diagnosticado
que el sujeto tiene CAPS utilizando los métodos detallados
en el documento WO 2019/060516, presentado el 20 de
septiembre de 2018, cuyo contenido se incorpora agqui como
referencia en su totalidad. El agente puede ser un
tratamiento estandar conocido en la técnica para CAPS, un
inhibidor de 1la captacién de EV (por ejemplo, cualqguier
inhibidor de 1la captacién de EV de la Tabla 1), un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo del mismo como se
proporciona en este documento que se une a un componente de
un inflamasoma (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-
ASC o un fragmento de anticuerpo del mismo tal como, por
ejemplo, IC 100) o cualquier combinacidén de los mismos. La
composicién se puede administrar por cualgquier via
adecuada, por ejemplo, por inhalacidn, por via intravenosa,
intraperitoneal o intracerebroventricular. La composicidn
puede incluir ademds al menos un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable. El1 tratamiento estandar de
atencidén para CAPS puede incluir agentes bioldgicos gue se
dirijan a la interleuquina-1, asi como fisioterapia,
férulas para tratar deformidades articulares y medicamentos
antiinflamatorios no esteroides, corticosteroides o

metotrexato para reducir los sintomas.
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[0084] En el presente documento se proporcionan
composiciones y métodos para reducir la inflamacidén en 1los
pulmones de un mamifero que ha sido sometido o esta afectado
por una afeccidén que da como resultado o causa inflamacidn
pulmonar. Las composiciones y métodos descritos en este
documento pueden incluir anticuerpos o fragmentos activos
de los mismos como Se proporciona en el presente documento
(por ejemplo, IC 100) gque se unen especificamente a al menos
un componente (por ejemplo, ASC) de un inflamasoma de
mamifero y/o compuestos que modulan (por ejemplo, inhiben
o reducir) la captacidén de vesiculas extracelulares (EV) vy
se utilizan como tratamientos para la inflamacién pulmonar
en un mamifero.

[0085] En el presente documento se describen métodos para
reducir la inflamacidén en los pulmones de un mamifero gque
tiene una afeccidén que da como resultado y/o causa una
respuesta inflamatoria en los pulmones. En una forma de
realizacidén, el método para tratar la inflamacidén en los
pulmones de un mamifero comprende administrar al mamifero
una composicidén que comprende un agente (por ejemplo, IC
100) gue inhibe la sefializacidén del inflamasoma. E1 mamifero
puede ser un paciente o sujeto como se proporciona en el
presente documento. Ejemplos de afecciones dgue pueden
provocar inflamacidén en los pulmones incluyen una lesidn

del sistema nervioso central (SNC) (por ejemplo, lesidén de
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la médula espinal (LME), lesidén cerebral traumatica (TBI)
o accilidente cerebrovascular), una enfermedad
neurodegenerativa, una enfermedad autoinmune (por ejemplo,
EM), asma, enfermedad pulmonar obstructiva crdénica (EPOC),
fibrosis quistica, enfermedad pulmonar intersticial o
sindrome de dificultad respiratoria aguda. La composicidn
se puede administrar en una cantidad terapéuticamente
eficaz. La cantidad terapéuticamente eficaz puede ser una
dosis como se proporciona en este documento. El agente puede
ser un inhibidor de la captacidn de vesiculas extracelulares
(EV), un anticuerpo o un fragmento activo del mismo como se
proporciona en la presente gque se une a un componente de un
inflamasoma o una combinacidén de los mismos. La composicidn
se puede administrar por cualquier via adecuada, por
ejemplo, por inhalaciédn, por via intravenosa,
intraperitoneal o intracerebroventricular. La composicidn
puede incluir ademas al menos un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

[0086] En el presente documento se proporcionan
composiciones y métodos para reducir la inflamacidén en los
rifilones de un mamifero gue ha sido sometido o estd afectado
por una afeccidn gue da como resultado o causa inflamaciédn
del rifién. Las composiciones y métodos descritos en este
documento pueden incluir anticuerpos o fragmentos activos

de los mismos como se proporciona en este documento (por
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ejemplo, IC 100) gque se unen especificamente a al menos un
componente (por ejemplo, ASC) de un inflamasoma de mamifero
y/o compuestos que modulan (por ejemplo, inhiben o reducir)
la captacidén de vesiculas extracelulares (EV) y se utilizan
como tratamientos para la inflamacidén renal en un mamifero.
[0087] En el presente documento se describen métodos para
reducir la inflamacidén en los rifiones de un mamifero que
tiene una afeccidédn gque da como resultado y/o causa una
respuesta inflamatoria en los rifiones. En una forma de
realizacidén, el método para tratar la inflamacidén en los
rifiones de un mamifero comprende administrar al mamifero
una composicidén que comprende un agente (por ejemplo, IC
100) gue inhibe la sefializacidén del inflamasoma. E1 mamifero
puede ser un paciente o sujeto como se proporciona en el
presente documento. Los ejemplos de afecciones gue pueden
provocar inflamaciédn en los rifiones incluyen la nefritis
lipica. La composicidn se puede administrar en una cantidad
terapéuticamente eficaz. La cantidad terapéuticamente
eficaz puede ser una dosis como se proporciona en este
documento. El1 agente puede ser un inhibidor de la captacidn
de vesiculas extracelulares (EV), un anticuerpo o un
fragmento activo del mismo como sSe proporciona en la
presente gque se une a un componente de un inflamasoma o una
combinacién de los mismos. La composicién se puede

administrar por cualquier via adecuada, por ejemplo, por
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inhalacién, por via intravenosa, intraperitoneal o
intracerebroventricular. La composicidén puede incluir
ademéds al menos un portador o diluyente farmacéuticamente
aceptable.

[0088] En una forma de realizacidén, la administracién de un
agente (por ejemplo, Anticuerpo o fragmento de anticuerpo
derivado del mismo (por ejemplo, IC 100) solo o en
combinacién, por ejemplo, con un inhibidor de la captacidn
de EV) en los métodos proporcionados en este documento puede
dar como resultado una reduccidén en el nivel de actividad
y/0 expresidédn de un componente de un inflamasoma de mamifero
en el SNC, rifiones o pulmones del sujeto. La reduccidn puede
ser en células del pulmdn como, por ejemplo, células
alveolares de tipo II. La reduccidn puede compararse con un
control. E1 control puede ser sujeto antes de la
administracidédn del agente. E1 control puede ser la actividad
y/0o el nivel de expresidén del (de los) componente(s) del
inflamasoma en un sujeto al gue no se le administrdé el
agente. En una forma de realizacidén, la administracidédn del
agente da como resultado la reduccidédn de la activacidn de
caspasa-1 en al menos las células del SNC o del SNC del
sujeto. En una forma de realizacidén, la administracidédn del
agente da como resultado la reduccidén de la activacidn de
caspasa-1 en al menos los pulmones o las células pulmonares

del sujeto. En una forma de realizacidén, la administracidn
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del agente da como resultado la reduccidén del nivel de
expresidén de uno o més componentes del inflamasoma (por
ejemplo, ASC, AIM2, NALP1l, NALP2, NALP2, NALP3 o NLRC4) en
al menos las células del SNC o del SNC del sujeto. En una
forma de realizacidén, la administracidén del agente da como
resultado la reduccidén del nivel de expresidn de uno o mas
componentes del inflamasoma (por ejemplo, ASC, AIM2, NALPI1,
NALP2, NALP2, NALP3 o NLRC4) en al menos los pulmones o
células pulmonares del sujeto.

[0089] En otra forma de realizacidn, la administracidn del
agente (por ejemplo, anticuerpo o fragmento de anticuerpo
derivado del mismo solo o en combinacidén, por ejemplo, con
un inhibidor de la captacidén de EV) puede dar como resultado
una reduccidédn o eliminacidédn de la lesidn pulmonar aguda
(ALI). En una forma de realizacidén, la reduccidn de ALI se
evidencia por una reduccidbn en la infiltracidén de
neutréfilos en el espacio alveolar y/o intersticial,
engrosamiento del tabique alveolar reducido o ausente o una
combinacidén de los mismos. La reduccidn puede compararse
con un control. El control puede ser ALI en el sujeto antes
de la administracién del agente. E1l control puede ser ALI
en un sujeto que padece ALI al que no se le administra el
agente.

[0090] En otra forma de realizacidédn més, la administraciédn

del agente (por ejemplo, anticuerpo o fragmento de
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anticuerpo derivado del mismo (por ejemplo, IC 100) solo o
en combinacidén, por ejemplo, con un inhibidor de 1la
captacién de EV) puede resultar en una reduccidn o
eliminacién de piroptosis en el SNC o pulmones del sujeto.
La piroptosis es una forma proinflamatoria de muerte celular
que implica la activacidédn de caspasa-1. La piroptosis puede
desencadenarse por la escisidén de gasdermina D (GSDMD)
mediada por caspasa-1. En una forma de realizacidén, 1la
reduccién de la piroptosis se evidencia por una reduccidn
o falta de escisidédn de GSDMD en 1los pulmones o células
pulmonares (por ejemplo, células alveolares de tipo II) del
sujeto. La reduccidén o eliminacidén de la piroptosis puede
compararse con un control. La reduccidén o la falta de
escisidédn de GSDMD puede compararse con un control. EI
control puede ser el nivel de piroptosis en el sujeto antes
de la administracidén del agente. E1 control puede ser el
nivel de piroptosis en un sujeto que padece piroptosis al
que no se le administra el agente.

[0091] E1 éxito o la respuesta a un método de tratamiento
proporcionado en este documento (por ejemplo, Tratamiento
de lesiones del SNC, enfermedades autoinmunes,
autoinflamatorias, neurodegenerativas o metabdlicas (por
ejemplo, EM, EP, nefritis lapica, NASH, DKD, CAPS,
inflamacidn del intestino) . (EIT) ; EA, artritis

reumatoide), inflamacidédn inmune innata o relacionada con el
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inflamasoma, inflamacidén del SNC vy/o inflamacidén de 1los
pulmones) se pueden controlar midiendo los niveles de al
menos una proteina del inflamasoma. Por consiguiente, en
algunas formas de realizacidén, los métodos de tratamiento
proporcionados en este documento comprenden ademéas medir el
nivel de al menos una proteina del inflamasoma en una
muestra bioldgica obtenida del sujeto después del
tratamiento, ©preparando wuna firma de la proteina del
inflamasoma del tratamiento asociada con una respuesta
positiva al tratamiento, en la que la firma de la proteina
de tratamiento comprende un nivel reducido de al menos una
proteina del inflamasoma, y la identificacidén de los sujetos
que presentan la presencia de la firma de la proteina de
tratamiento como que responden positivamente al
tratamiento. Una reduccidén en el nivel, abundancia o
concentracidén de una o més proteinas del inflamasoma (por
ejemplo, ASC, IL-18 o caspasa-1) es indicativa de 1la
eficacia del tratamiento en el sujeto. La una o més
proteinas del inflamasoma medidas en la muestra obtenida
después del tratamiento pueden ser iguales o diferentes a
las proteinas del inflamasoma medidas en una muestra
obtenida antes del tratamiento. Los niveles de proteina del
inflamasoma también se pueden usar para ajustar la dosis o
la frecuencia de un tratamiento. Los niveles de proteina

del inflamasoma se pueden determinar utilizando los métodos
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y técnicas proporcionados en este documento o como se
encuentra en el documento US 62/560.963, presentado el 20
de septiembre de 2017.

[0092] En una forma de realizacidén, el agente que se va a
administrar en el método de tratamientos proporcionado en
este documento es un inhibidor de la captacidén de EV. E1
inhibidor de la captacidén de EV puede ser un compuesto, ARN
antisentido, ARNip, péptido, anticuerpo o un fragmento
activo del mismo como se proporciona en el presente
documento o una combinacidén de los mismos. El compuesto o
péptido puede ser uno o més compuestos seleccionados de
heparina, a-difluorometilornitina (DFMO) , enoxaparina,
asialofetuina, proteina asociada al receptor humano (RAP),
péptido RGD (Arg-Gly-Asp), citocalasina D, citocalasina B,
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), Latrunculina A,
Latrunculina B, NSC23766, Dynasore, Clorpromazina, 5- (N-
Etil-N-isopropil) amilorida (EIPA), Amilorida, Bafilomicina
A Monensina y Cloroguina, Anexina-V, W29400mannina, Metil-
B-ciclodextrina (MBCD), filipina, simvastatina, fumonisina
Bl y clorhidrato de N-butildesoxinojirimicina, U0126 o un
inhibidor de la bomba de protones. El1 anticuerpo inhibidor
de la captacién de EV o un fragmento activo del mismo como
se proporciona en el presente documento puede ser uno o mas
anticuerpos o fragmentos activos del mismo dirigidos contra

dianas proteicas enumeradas en la Tabla 1. Una composicidn
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para tratar y/o reducir la inflamacidén en el SNC o pulmones
de un mamifero usando un inhibidor de la absorcidédn de EV
puede incluir ademas al menos un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

[0093] Tabla 1. Dianas ejemplares v anticuerpos

correspondientes para uso en el bloqueo de la captacidn de

EV.

Simbolo Nombre del gen Anticuerpos de ejemplo

del gen

ICAM-1 Molécula de adhesidn Anticuerpo de Invitrogen
intercelular 1 ICAM-1 (Life
Technologies, 07-5403);
CD54 (ICAM-1) anticuerpo
monoclonal (R6.5),

eBioscience™

LFA-1 Antigeno asociado a la |Anticuerpo Abbiotec LFA-
funcidén linfocitica 1 1 (Abbiotec, 250944);
Estudios de desarrollo
Hybridoma Bank
Anticuerpo LFA-1
(Developmental Studies

Hybridoma Bank, MHM24)
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Simbolo

del gen

Nombre del gen

Anticuerpos de ejemplo

TIM-4

Proteina de membrana de

células T 4

Anticuerpo BiolLegend

TIMD4 (BioLegend,
354004); Anticuerpo
TIMD4 de LifeSpan

Biosciences (Lifespan

Biosciences, LS-B1413)

MFG-ES8

Proteina de factor 8 de
glébbulos de grasa de

leche-EGF

Anticuerpo MBL
International MFGES8
(MBL, D199-3);
Anticuerpo Santa Cruz
Biotechnology MFGES8
(Santa Cruz, sc-8029);
Anticuerpo MBL
International MFGES8

(MBL, 18A2-G10)

DC-SIGN

Molécula de adhesidn
intercelular especifica
de células dendriticas-
3-No integrina de

agarre

Anticuerpo Invitrogen DC

SIGN (eBioscience, eB-
h209, 17-2099-41);
Anticuerpo BD
Biosciences DC SIGN (BD,

DCN46, 551186)
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Simbolo

del gen

Nombre del gen

Anticuerpos de ejemplo

DEC205

clister de

diferenciacidédn 205

Anticuerpo EMD Millipore
LY75 (Millipore, HD30);
Anticuerpo BiolLegend

LY75 (BioLegend, 342203)

H-2KDb

MHC Clase I (H-2Kd)

Anticuerpo BioLegend H2-
K1 (BioLegend, 28-8-6,
114603); Anticuerpo
BioLegend H2-K1
(BioLegend, 28-14-8, 14-

5999-85)

Tspan8

Tetraspanina-38

Anticuerpo TSPAN8 de R
and D Systems (R&D

Systems, MAB4734)

Tspan29

Tetraspanina-29

Anticuerpo CD9 de Santa
Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, sc-59140);
Anticuerpo Invitrogen
CD9 (eBioscience,
eBioSN4; Anticuerpo CD9
de BD Biosciences (BD

Pharmingen, 555370)
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Simbolo Nombre del gen Anticuerpos de ejemplo
del gen
ITGAL Integrina subunidad TS1/22.1.1.13.3;
alfa L M17/4.4.11.9
ITGAM Subunidad alfa M de Anticuerpo monoclonal
integrina CD11lb (VIM12) (CD11BO0OO) ;
BD Biosciences CDl1lb
antibody (BD Pharmingen,
ICRF44; 555385)
ITGAX Integrina subunidad Anticuerpo anti-
alfa X integrina oX, clon N418
(MAB13997); Anticuerpo
BD Biosciences CDllc (BD
Bioscience, B-1ly6;
560369)
CDh44 Cluster de Anticuerpo Invitrogen

diferenciacidn 44

CD44 (eBioscience, VFF-
7; MA1-82392);
Anticuerpo Invitrogen
CD44 (eBioscience, IM7;
MA1-10225); Anticuerpo
Invitrogen CD44

(eBioscience, 5F12; MA5-
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Simbolo

del gen

Nombre del gen

Anticuerpos de ejemplo

12394); Anticuerpo BD
Biosciences CD44 (BD
Biosciences, 515; 550990

OR 550988)

ITGA3

Subunidad alfa 3 de

integrina

Anticuerpo de integrina
alfa3 de EMD Millipore
(Millipore, P1B5;

MAB1952Z O MAB1952P)

ITGA4

Subunidad alfa 4 de

integrina

Anticuerpo Bio X Cell
ITGA4 (BioXcell, PS / 2)
(BEOO71-5MG); Anticuerpo
BD Biosciences ITGA4 (BD

Biosciences, 561892);

Anticuerpo BD

Biosciences ITGA4 (BD,

340976); Anticuerpo EMD
Millipore ITGA4
(Millipore, P4C2;

MAB1955)

ITGAV

Integrin subunit alpha

Y

Anticuerpo de integrina

alfa v de Abcam (Abcam,
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Simbolo

del gen

Nombre del gen

Anticuerpos de ejemplo

ab77906); Anticuerpo de
integrina alfa v de
Abcam (Abcam, ab78289);
Anticuerpo de integrina
alfa v de Abcam (Abcam,
abl6821); Anticuerpo de
integrina alfa v de
Invitrogen (Thermo
Fisher Scientific, 272-
176, MA1-91669);
Anticuerpo de integrina
alfa v de R & D Systems

(R&D Systems, MAB2528)

ITGB3

Subunidad de integrina

beta 3

Anticuerpo de integrina

beta3 de Abcam (Abcam,
ab78289); Anticuerpo

Abnova integrina beta3

(Abnova, MHF4, MAB7098)

SELL

Selectina L

Anticuerpo BiolLegend
CD62L (Biolegend,

304804); Anticuerpo
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Simbolo

del gen

Nombre del gen

Anticuerpos de ejemplo

BioLegend CD62L

(Biolegend, 304810)

CDh81

Molécula CDS81

Anticuerpo BD
Biosciences CD81 (BD
Pharmingen, 555675);
Anticuerpo CD81 de R and
D Systems (R&D Systems,

MAB4615)

LRP1

Proteina 1 relacionada

con el receptor de LDL

Anticuerpo Invitrogen
LRP1 (Life Technologies,
37-7600); Anticuerpo
Invitrogen LRP1 (Thermo

Fisher, MA1-27198)

VCAM1

molécula de adhesidn

celular vascular 1

Anticuerpo Invitrogen
VCAM-1 (Caltag, IG11BI1;
MA5-16429); Anticuerpo

Immunotech anti-VCAM-1

CD151

Molécula CD151 (grupo

sanguineo Raph)

Anticuerpo BD
Biosciences CD151
(Becton Dickinson,

556056); Anticuerpo

106



Simbolo Nombre del gen Anticuerpos de ejemplo

del gen

Epitomics CD151

(Epitomics, 5901-1)

[0094] En una forma de realizacidén, el agente a administrar
es un anticuerpo o un fragmento activo del mismo como se
proporciona en el presente documento dirigido contra un
componente de un inflamasoma de mamifero o un antigeno o
epitopo derivado del mismo. En otra forma de realizacidn,
el agente a administrar es un ARN antisentido o ARNip
dirigido contra un componente de un inflamasoma de mamifero.
El componente inflamasoma puede ser un componente de
cualgquier inflamasoma conocido en la técnica, tal como, por
ejemplo, el inflamasoma NAPL1, NALP2, NALP3, NLRC4 o AIM2.
En una forma de realizacidédn tipica, el anticuerpo se une
especificamente a ASC o un antigeno o epitopo derivado de
él. Sin embargo, puede usarse un anticuerpo contra cualquier
otro componente de un inflamasoma de mamifero (por ejemplo,
el inflamasoma NALP1l, NALP2, NALP3, NLRC4 o AIM2).

[0095] Un anticuerpo como se describe en el presente
documento puede ser un anticuerpo monoclonal o policlonal

o fragmentos activos del mismo. Dichos anticuerpos o
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fragmentos activos pueden ser qguiméricos, humanos o
humanizados como se describe en el presente documento.

[0096] Se puede wusar cualquier anticuerpo adecuado o un
fragmento activo del mismo como se proporciona en este
documento gque se una especificamente a ASC, por ejemplo, un
anticuerpo que inhibe la actividad de ASC en el SNC (por
ejemplo, células del SNC) o células pulmonares (por ejemplo,
células alveolares de Tipo II) del sujeto. En una forma de
realizacidén, el anticuerpo se une especificamente a una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2. En otra forma de realizacidn, el
anticuerpo o fragmento del mismo se une a una secuencia de
aminoadcidos gque tiene al menos 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
KKFKLKLLSVPLREGYGRIPR (SEQ ID NO: 5). En otra forma de
realizacidén més, el anticuerpo o fragmento del mismo se une
a una secuencia de aminodcidos KKFKLKLLSVPLREGYGRIPR (SEQ
ID NO: 5) o 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19 o 20 aminoédcidos de SEQ ID NO: 5. En otra
forma de realizacidén més, el anticuerpo o fragmento del
mismo se une a 2-5, 5-10, 10-15 o 15-20 amino &cidos de SEQ
ID NO: 5. En algunas formas de realizacidén, un epitopo de

ASC (por ejemplo, epitopo con el aminodcido SEQ ID NO: 5)
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unido por un anticuerpo o fragmento de anticuerpo es
continuo. En algunas formas de realizacidn, un epitopo de
ASC (por ejemplo, epitopo con el aminoadcido SEQ ID NO: 5)
unido por un anticuerpo o fragmento de anticuerpo es
discontinuo. En algunos casos, el anticuerpo monoclonal o
el fragmento de anticuerpo del mismo proporcionado en este
documento inhibe o reduce la actividad de ASC.

[0097] Como se usa en este documento, el término “epitopo”
incluye cualguier determinante de proteina capaz de unirse
especificamente a una 1inmunoglobulina o un fragmento de
inmunoglobulina. Los determinantes epitdépicos normalmente
consisten en agrupaciones superficiales guimicamente
activas de moléculas tales como aminodcidos o cadenas
laterales de azucar y normalmente tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas, asi como
caracteristicas de carga especificas. El término “epitopo”
también se refiere a wuna unidad de estructura unida
convencionalmente por una regidén variable de cadena pesada
(VH) de inmunoglobulina y un par de regiones variables de
cadena ligera (VL). Un epitopo puede definir el sitio de
unién minimo para un anticuerpo y, por tanto, representar
el objetivo de especificidad de un anticuerpo.

[0098] De manera similar, en otra forma de realizacidn, el
inflamasoma es el inflamasoma NALPl, vy el al menos un

componente es NALPl (es decir, NLRP1l). En esta forma de
109



realizacidén, el anticuerpo o un fragmento activo del mismo
como Se proporciona en el presente documento se une
especificamente a una secuencia de aminodcidos que tiene al
menos un 85% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminodcidos SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4.

[0099] En otra forma de realizacidn més, el agente es uno
o mads inhibidores de la captacidédn de EV en combinacidén con
uno o méas anticuerpos o fragmentos activos de los mismos
como se proporciona en este documento gue sSe unen a un
componente de un inflamasoma. E1 inhibidor de la absorcidn
de EV puede ser cualgquier inhibidor de la absorcidén de EV
como se proporciona en el presente documento. El anticuerpo
gque se une a un componente de un inflamasoma puede ser
cualgquier anticuerpo gue se una a cualgquier componente del
inflamasoma como se proporciona en el presente documento.
En una forma de realizacidédn, el agente administrado a un
sujeto gue padece inflamacidén del SNC o del pulmdbn comprende
una heparina (por ejemplo, enoxaparina) en combinacidén con
un anticuerpo gue se une a un componente del inflamasoma
AIM2 (por ejemplo, ASC).

[00100] En una forma de realizacidén, el método comprende:
proporcionar una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicidén gue incluye un anticuerpo o un fragmento activo
del mismo como se proporciona en este documento que se une

especificamente a al menos un componente (por ejemplo, ASC)
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de un inflamasoma de mamifero (por ejemplo, Inflamasoma
AIM2); y administrar la composicidédn al mamifero que padece
inflamacidén del SNC o de los pulmones o EM, en donde la
administracién de 1la composicién al mamifero da como
resultado una reduccidén de la activacidédn de caspasa-1 en el
SNC o pulmones del mamifero. En otra forma de realizaciédn,
el método comprende: proporcionar una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicidén que incluye un
anticuerpo que se une especificamente a al menos un
componente (por ejemplo, ASC) de un inflamasoma de mamifero
(por ejemplo, inflamasoma AIM2) ; y administrar la
composicidén al mamifero que padece inflamacidén del SNC o de
los pulmones o EM, en donde 1la administracién de 1la
composicidén al mamifero da como resultado una reduccidn de
los niveles de uno o més componentes del inflamasoma (por
ejemplo, ASC). En otra forma de realizacidén mas, el método
comprende: proporcionar una cantidad terapéuticamente
eficaz de una composicidén que incluye un anticuerpo que se
une especificamente a al menos un componente (por ejemplo,
ASC) de un inflamasoma de mamifero (por ejemplo, inflamasoma
AIM2); y administrar la composicién al mamifero que padece
inflamacidédn del SNC o del pulmén o EM, en donde 1la
administracién de 1la composicién al mamifero da como
resultado una reduccidédn de ALI. La inflamacidén del SNC o

del pulmébn puede ser el resultado de una lesidén del SNC
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(por ejemplo, SCI o TBI), asma, trastorno pulmonar
obstructivo crdédnico (COPD), una enfermedad
neurodegenerativa o una enfermedad autoinmune con un
componente inflamatorio. En una forma de forma de
realizacién, la inflamacidédn del pulmébn estd provocada por
una lesidén del SNC, como TBI o SCI.

[00101] En una forma de realizaciédn, los métodos
proporcionados en el presente documento ademds implican
detectar un nivel o actividad de uno o mas componentes de
un inflamasoma de mamifero en una muestra de un sujeto
sospechoso de sufrir inflamacidén del SNC o de los pulmones
o EM. El1 método para detectar el nivel o 1la actividad
implica medir el nivel de al menos una proteina del
inflamasoma (por ejemplo, ASC o AIM2) en la muestra obtenida
del sujeto; determinar la presencia o ausencia de un nivel
o actividad elevados de dicha al menos una proteina del
inflamasoma (por ejemplo, ASC o AIM2). El1 nivel o 1la
actividad de dicha al menos una proteina del inflamasoma se
puede mejorar en relacidén con el nivel de dicha al menos
una proteina del inflamasoma en una muestra de control. E1
nivel o la actividad de dicha al menos una proteina del
inflamasoma en la firma de la proteina se puede mejorar en
relacidén con un valor de referencia predeterminado o un
intervalo de valores de referencia. La al menos una proteina

del inflamasoma puede ser un dominio de pirina repetido
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rico en leucina de unidén a nucledtidos gue contiene proteina
1 (NLRP1), NLRP2, NLRP3, NLRC4, AIM2, proteina tipo mota
asociada a apoptosis que contiene un dominio de
reclutamiento de caspasa (ASC), caspasa- 1, o combinaciones
de los mismos. La muestra puede ser liquido cefalorraquideo
(LCR), saliva, sangre, suero, plasma, orina o un aspirado

pulmonar.

Anticuerpos que se unen especificamente a al menos un
componente de A

Inflamasoma de mamiferos

[00102] Los métodos descritos en este documento para reducir
la inflamacién en el SNC vy/o pulmones de un mamifero
incluyen composiciones que incluyen un anticuerpo o un
fragmento activo del mismo como se proporciona en el
presente documento que se une especificamente a al menos un
componente (por ejemplo, ASC, AIM2) de un 1inflamasoma de
mamifero (por ejemplo, el inflamasoma AIM2) . Una
composicidén para tratar y/o reducir la inflamacidén en el
SNC y/o los pulmones de un mamifero puede incluir ademés al
menos un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.
Los anticuerpos ejemplares dirigidos contra componentes de
un inflamasoma de mamifero para su uso en los métodos de la
presente pueden ser los que se encuentran en el documento

UsS8685400, cuyo contenido se incorpora en la presente
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memoria como referencia en su totalidad. También se
proporcionan aquil anticuerpos monoclonales o fragmentos de
anticuerpos ejemplares, tales como, por ejemplo, el
anticuerpo monoclonal 0 fragmento de anticuerpo que
comprende una regiétn VH de manera gque la secuencia de
aminoacidos de la regidédn VH comprende HCDR1 de SEQ ID NO:
6, HCDR2 de SEQ ID NO: 7 y HCDR3 de SEQ ID NO: 8, y una
regién VL tal que la secuencia de aminodcidos de la regidn
VL comprende LCDR1 de SEQ ID NO: 12, LCDR2 de SEQ ID NO: 13
y LCDR3 de SEQ ID NO: 14.

[00103] En una forma de realizacidén, una composicidédn para
tratar y/o reducir la inflamacidén en el SNC o los pulmones
de un mamifero incluye un anticuerpo o un fragmento activo
del mismo como se proporciona en el presente documento que
se une especificamente a un dominio o porcidén del mismo de
una proteina ASC de mamifero como como, por ejemplo, una
proteina ASC humana, de ratén o de rata. Puede usarse
cualquier anticuerpo anti-ASC adecuado, vy varios estéan
disponibles comercialmente. Ejemplos de anticuerpos anti-
ASC para su uso en los métodos de la presente pueden ser
los que se encuentran en el documento US8685400, cuyo
contenido se incorpora en la presente como referencia en su
totalidad. Ejemplos de anticuerpos anti-ASC disponibles
comercialmente para su uso en los métodos proporcionados en

este documento incluyen, pero sin limitacidén, 04-147 Anti-
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ASC, anticuerpo monoclonal de ratoén clon 2EI-7 de
MilliporeSigma, AB3607 - Anticuerpo anti-ASC de Millipore
Sigma, orbl94021 Anti-ASC de Biorbyt, LS-C331318-50 Anti-
ASC de LifeSpan Biosciences, AF3805 Anti-ASC de R & D
Systems, NBP1-78977 Anti-ASC de Novus Biologicals, 600-401-
Y67 Anti-ASC de Rockland Immunochemicals, D086-3 Anti-ASC
de MBL International, AL177 anti-ASC de Adipogen,
anticuerpo monoclonal anti-ASC (clon o093E9), anticuerpo
anti-ASC (F-9) de Santa Cruz Biotechnology, anticuerpo
anti-ASC (B-3) de Santa Cruz Biotechnology, anticuerpo
policlonal ASC - ADI-905-173 de Enzo Life Sciences, o Al6l
Anti-Human ASC - Leinco Technologies. La proteina ASC humana
puede tener el numero de acceso NP 037390.2 (Q9ULZ3-1),
NP 660183 (Q9ULZ3-2) o Q9ULZ3-3. La proteina ASC de rata
puede tener el numero de acceso NP 758825 (BAC43754). La
proteina ASC de ratdédn puede tener el numero de acceso
NP 075747.3. En una forma de realizacidn, el anticuerpo se
une a un dominio PYRIN-PAAD-DAPIN (PYD) o una porcidén o
fragmento del mismo de una proteina ASC de mamifero (por
ejemplo, ASC humana, de ratdédn o de rata). En esta forma de
realizacidén, un anticuerpo como se describe en el presente
documento se une especificamente a una secuencia de
aminoacidos gue tiene al menos 65% (por ejemplo, 65, 70,
75, 80, 85%) de identidad de secuencia con un dominio PYD

o fragmento del mismo de humano, ratén o rata. ASC. En una
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forma de realizacidén, el anticuerpo se une a un dominio de
reclutamiento de caspasa C-terminal (CARD) o una porcidn o
fragmento del mismo de una proteina ASC de mamifero (por
ejemplo, ASC humana, de ratdédn o de rata). En esta forma de
realizaciédn, un anticuerpo como se describe en este
documento se une especificamente a una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 65% (por ejemplo, 65, 70,
75, 80, 85%) de identidad de secuencia con un dominio CARD
o fragmento del mismo de humano, ratdédn o rata. ASC. En otra
forma de realizacidén mas, el anticuerpo se une a una porcidn
o fragmento del mismo de una secuencia de proteina ASC de
mamifero (por ejemplo, ASC humana, de ratén o de rata)
ubicada entre los dominios PYD y CARD. En otra forma de
realizacidén, una composicidén para tratar y/o reducir 1la
inflamacién en el SNC y/o los pulmones de un mamifero
incluye un anticuerpo gue se une especificamente a una
regién de ASC de rata, por ejemplo, la secuencia de
aminodcidos ALRQTQPYLVTDLEQS (SEQ ID NO: 1) (es decir,
residuos 178-193 de ASC de rata, numero de acceso BAC43754).
En esta forma de realizacidén, un anticuerpo como se describe
en este documento se une especificamente a una secuencia de
aminoacidos gue tiene al menos 65% (por ejemplo, 65, 70,
75, 80, 85%) de identidad de secuencia con la secuencia de
aminodcidos ALRQTQPYLVTDLEQS (SEQ ID NO: 1) de ASC de rata.

En otra forma de realizacidn, una composicidn para tratar
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y/o reducir la inflamacidén en el SNC y/o los pulmones de un
mamifero incluye un anticuerpo que se une especificamente
a una regidén de ASC humana, por ejemplo, la secuencia de
aminodcidos RESQSYLVEDLERS (SEQ ID NO: 2). En otra forma de
realizacidén més, una composicidn para tratar y/o reducir la
inflamacidén en el SNC y/o pulmones de un mamifero incluye
un anticuerpo que se une especificamente a una regidn de
ASC humana, por ejemplo, la secuencia de aminoécidos
KKFKLKLLSVPLREGYGRIPR (SEQ ID NO: 5; es decir, residuos 21-
41 de ASC humana) o 5-10, 10-15 o 15-20 aminoédcidos de SEQ
ID NO: 5. En una forma de realizacidén, un anticuerpo que se
une a un dominio ASC o fragmento del mismo como se describe
en este documento inhibe Actividad de ASC en células
pulmonares, por ejemplo, células alveolares de tipo II de
un mamifero. En otra forma de realizacidédn, un anticuerpo
gque se une a un dominio ASC o fragmento del mismo como se
describe en este documento (por ejemplo, anticuerpo
monoclonal anti-ASC o fragmentos de anticuerpos del mismo
proporcionados en este documento) inhibe la actividad ASC
en el SNC de un mamifero gue padece o se sospecha gque padece
un SNC lesidén o trastorno. Los ejemplos de 1lesiones o
trastornos del SNC pueden incluir TBI, SCI, accidente
cerebrovascular, esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de
Lou Gehrig, esclerosis multiple (EM) , disfuncidn

inmunoldégica ruptura del SNC muscular, distrofia muscular
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(DM), enfermedad de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson
(PD) .

[00104] En ciertas formas de realizacidén, la invenciédn
proporciona anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se
unen especificamente a ASC y que comprenden una O mas
secuencias de aminocidcidos que se muestran en la Tabla 2.
También se proporcionan agqul moléculas de &cido nucleico
aisladas que codifican los anticuerpos monoclonales o 1los
fragmentos de anticuerpos de 1los mismos que comprenden
secuencias de acido nucleico mostradas en la Tabla 2. En
algunos casos, los vectores de expresidén que comprenden las
moléculas de &acido nucleico de la Tabla 2. El vector de
expresidén puede comprender regiones constantes de cadena
pesada o cadena ligera. Un ejemplo de un sistema de vector
de expresidén de cadena ligera y cadena pesada para uso en
las composiciones y métodos proporcionados en este
documento es el sistema de vector de expresidn antitopo
PANT para la cadena ligera kappa y pesada de IgG4 (S241P).
La molécula de acido nucleico para la cadena pesada o ligera
puede unirse ©operativamente a secuencias reguladoras
adecuadas para la expresidédn de los segmentos de acido
nucleico en una célula huésped.

[00105] Tabla 2. Secuencias de cadena pesada variable vy
ligera variable (Kappa) de anticuerpo anti-ASC o fragmentos

de anticuerpo del mismo de la invencidn.
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Secuencia de aminoacidos CDR1 de cadena pesada (H) TSGMGVS

(SEQ ID NO: 6)

Secuencia de acidos nucleicos CDR1 de cadena pesada (H)

ACTAGTGGAATGGGTGTGAGC (SEQ ID NO: 9)

Secuencia de aminodcidos CDR2 de cadena pesada (H)

HIYWDDDKRYNPSLKS (SEQ ID NO: 7)

Secuencia de Aacidos nucleicos CDR2 de cadena pesada (H)

CACATTTATTGGGATGATGATAAGCGCTACAACCCATCTCTGAAGAGC (SEQ 1ID

NO: 10)

Secuencia de aminodcidos CDR3 de cadena pesada (H)

STPIVANAMDY (SEQ ID NO: 8)

Secuencia de Aacidos nucleicos CDR3 de cadena pesada (H)

AGCACCCCCATCGTGGCCAACGCCATGGACTAC (SEQ ID NO: 11)

Secuencia de aminoadcidos CDR1l de cadena ligera (Kappa) (L)

KASQSVDYDGDSYMN (SEQ ID NO: 12)

Secuencia de acidos nucleicos CDR1 de cadena ligera (Kappa)
(L)
AAGGCCAGCCAGAGTGTTGACTACGACGGCGACAGTTACATGAAT (SEQ ID NO:

15)

Secuencia de aminodcidos CDR2 de cadena ligera (Kappa) (L)

AASNLES (SEQ ID NO: 13)

Secuencia de acidos nucleicos CDR2 de cadena ligera (Kappa)
(L)
GCCGCATCTAACCTGGAATCC (SEQ ID NO: 16)

Secuencia de aminoacidos CDR3 de cadena ligera (Kappa) (L)

QQSNEDPYT (SEQ ID NO: 14)
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Secuencia de acidos nucleicos CDR3 de cadena ligera (Kappa)

(L)
CAGCAATCTAATGAGGACCCTTACACT (SEQ ID NO: 17)

Secuencia de aminodcidos de cadena pesada variable (VH) 1

QVTLKESGPATIVKPTQTLTLTCSESGEFSLSTSGMGVSWIROQPSGKGLEWLAHTIYWDDDKRYN
PSLKSRLTISKDSSKNQVVLKITSVDPVDTATYSCARSTPIVANAMDYWGQGTSVTVSS

(SEQ ID NO: 18)

Secuencia de acidos nucleicos de cadena pesada variable
(VH) 1
CAGGTCACCTTGAAGGAGTCTGGTCCTGCCATCGTGAAACCCACACAGACCCTCACGCTGAC

CTGCAGCTTCTCTGGGTTCTCACTCAGCACTAGTGGAATGGGTGTGAGCTGGATCCGTCAGC
CCTCAGGAAAGGGCCTGGAGTGGCTTGCACACATTTATTGGGATGATGATAAGCGCTACAAC
CCATCTCTGAAGAGCAGGCTCACCATCTCCAAGGACAGCTCCAAAAACCAGGTGGTCCTTAA
AATCACCAGCGTGGACCCTGTGGACACAGCCACATATTCCTGTGCACGGAGCACCCCCATCG
TGGCCAACGCCATGGACTACTGGGGCCAAGGAACCAGCGTCACCGTCTCCTCA (SEQ ID

NO: 23)

Secuencia de aminoacidos de cadena pesada variable (VH) 2

QVTLKESGPALVKPTQTLTLTCSESGEFSLSTSGMGVSWIRQPAGKGLEWLAHIYWDD
DKRYNPSLKSRLTISKDSSKNQVVLTMTNMDPVDTATYSCARSTPIVANAMDYWGQG

TLVTVSS (SEQ ID NO: 19)

Secuencia de Aacidos nucleicos de cadena pesada variable

(VH) 2

CAGGTCACCTTGAAGGAGTCTGGTCCTGCCCTGGTGAAACCCACACAGACCCTCACG

CTGACCTGCAGCTTCTCTGGGTTCTCACTCAGCACTAGTGGAATGGGTGTGAGCTGG

ATCCGTCAGCCCGCCGGAAAGGGCCTGGAGTGGCTTGCACACATTTATTGGGATGAT

GATAAGCGCTACAACCCATCTCTGAAGAGCAGGCTCACCATCTCCAAGGACAGCTCC
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AAAAACCAGGTGGTCCTTACAATGACCAACATGGACCCTGTGGACACAGCCACATAT

TCCTGTGCACGGAGCACCCCCATCGTGGCCAACGCCATGGACTACTGGGGCCAAGGA

ACCCTGGTCACCGTCTCCTCA (SEQ ID NO: 24)

Secuencia de aminodcidos de cadena pesada variable (VH) 3

QVTLKESGPALVKPTQTLTLTCSEFSGEFSLSTSGMGVSWIRQPAGKGLEWLAHIYWDD
DKRYNPSLKSRLTISKDSSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARSTPIVANAMDYWGQG

TLVTVSS (SEQ ID NO: 20)

Secuencia de &acidos nucleicos de cadena pesada variable

(VH) 3

CAGGTCACCTTGAAGGAGTCTGGTCCTGCCCTGGTGAAACCCACACAGACCCTCACG
CTGACCTGCAGCTTCTCTGGGTTCTCACTCAGCACTAGTGGAATGGGTGTGAGCTGG
ATCCGTCAGCCCGCCGGAAAGGGCCTGGAGTGGCTTGCACACATTTATTGGGATGAT
GATAAGCGCTACAACCCATCTCTGAAGAGCAGGCTCACCATCTCCAAGGACAGCTCC
AAAAACCAGGTGGTCCTTACAATGACCAACATGGACCCTGTGGACACAGCCACATAT
TACTGTGCACGGAGCACCCCCATCGTGGCCAACGCCATGGACTACTGGGGCCAAGGA

ACCCTGGTCACCGTCTCCTCA (SEQ ID NO: 25)

Secuencia de aminoadcidos de cadena pesada variable (VH) 4

QVTLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGEFSLSTSGMGVSWIRQPAGKGLEWLAHIYWDD
DKRYNPSLKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCARSTPIVANAMDYWGQG

TLVTVSS (SEQ ID NO: 21)

Secuencia de &cidos nucleicos de cadena pesada variable

(VH) 4

CAGGTCACCTTGAAGGAGTCTGGTCCTGCCCTGGTGAAACCCACACAGACCCTCACG

CTGACCTGCACCTTCTCTGGGTTCTCACTCAGCACTAGTGGAATGGGTGTGAGCTGG

ATCCGTCAGCCCGCCGGAAAGGGCCTGGAGTGGCTTGCACACATTTATTGGGATGAT
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GATAAGCGCTACAACCCATCTCTGAAGAGCAGGCTCACCATCTCCAAGGACACCTCC
AAAAACCAGGTGGTCCTTACAATGACCAACATGGACCCTGTGGACACAGCCACATAT
TACTGTGCACGGAGCACCCCCATCGTGGCCAACGCCATGGACTACTGGGGCCAAGGA

ACCCTGGTCACCGTCTCCTCA (SEQ ID NO: 26)

Secuencia de aminodcidos de cadena quimérica pesada

variable (VH) (O)

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGESLSTSGMGVSWIRQPSGKGLEWLAHIYWDD
DKRYNPSLKSRLTISKDSSSNQVFLKITSVDTADTATYSCARSTPIVANAMDYWGQG

TSVTVSS (SEQ ID NO: 22)

Secuencia de Aacidos nucleicos de cadena quimérica pesada

variable (VH) (0O)

CAGGTTACTCTGAAAGAGTCTGGCCCTGGGATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGT
CTGACTTGTTCTTTCTCTGGGTTTTCACTGAGCACTTCTGGTATGGGTGTGAGCTGG
ATTCGTCAGCCTTCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGCACACATTTACTGGGATGAT
GACAAGCGCTATAACCCATCCCTGAAGAGCCGGCTCACAATCTCCAAGGATTCCTCC
AGCAACCAGGTCTTCCTCAAGATCACCAGTGTGGACACTGCAGATACTGCCACATAC
TCCTGTGCTCGAAGTACTCCGATTGTAGCTAATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGA

ACCTCAGTCACCGTCTCCTCA (SEQ ID NO: 27)

Secuencia de aminoadcidos de cadena de cadena ligera

variable Kappa (VL) 1

DIVLTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGQPPKLLIYAASN
LESGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLOEEDVATYYCQQSNEDPYTFGOGTKLEIK

(SEQ ID NO: 28)

Secuencia de &acidos nucleicos de cadena de cadena ligera

variable Kappa (VL) 1
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GACATCGTGCTGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCC
ACCATCAACTGCAAGGCCAGCCAGAGTGTTGACTACGACGGCGACAGTTACATGAAT
TGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTACGCCGCATCTAAC
CTGGAATCCGGCATCCCTGCCCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACT
CTCACCATCAGCAGCCTGCAGGAGGAAGATGTGGCAACTTATTACTGTCAGCAATCT
AATGAGGACCCTTACACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA (SEQ ID

NO: 32)

Secuencia de aminoacidos de cadena de cadena ligera

variable Kappa (VL) 2

DIVLTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGQPPKLLIYAASN
LESGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDVATYYCQQSNEDPYTFGQGTKLEIK

(SEQ ID NO: 29)

Secuencia de &acidos nucleicos de cadena de cadena ligera

variable Kappa (VL) 2

GACATCGTGCTGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCC

ACCATCAACTGCAAGGCCAGCCAGAGTGTTGACTACGACGGCGACAGTTACATGAAT

TGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTACGCCGCATCTAAC

CTGGAATCCGGCATCCCTGCCCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACT

CTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATGTGGCAACTTATTACTGTCAGCAATCT

AATGAGGACCCTTACACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA (SEQ ID

NO: 33)

Secuencia de aminoacidos de cadena de cadena ligera

variable Kappa (VL) 3
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DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVDYDGDSYMNWYQOKPGQPPKLLIYAASN
LESGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDVATYYCQQSNEDPYTFGQGTKLEIK

(SEQ ID NO: 30)

Secuencia de &cidos nucleicos de cadena de cadena ligera

variable Kappa (VL) 3

GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCC

ACCATCAACTGCAAGGCCAGCCAGAGTGTTGACTACGACGGCGACAGTTACATGAAT

TGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTACGCCGCATCTAAC

CTGGAATCCGGCATCCCTGCCCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACT

CTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATGTGGCAACTTATTACTGTCAGCAATCT

AATGAGGACCCTTACACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA (SEQ ID

NO: 34)

Secuencia de aminoadcidos de cadena quimérica ligera (Kappa)
variable (VH) (O)
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGQPPKLLIYAASN

LESGIPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCQQSNEDPYTFGGGTKLEIK

(SEQ ID NO: 31)

Secuencia de 4acidos nucleicos de cadena quimérica ligera

(Kappa) variable (VH) (0O)

GACATTGTGCTGACCCAATCTCCAGCTTCTTTGGCTGTGTCTCTAGGGCAGAGGGCC

ACCATCTCCTGCAAGGCCAGCCAAAGTGTTGATTATGATGGTGATAGTTATATGAAC

TGGTACCAACAGAAACCAGGACAGCCACCCAAACTCCTCATCTATGCTGCATCCAAT

CTAGAATCTGGCATCCCAGCCAGGTTTAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACC

CTCAACATCCATCCTGTGGAGGAGGAGGATGCTGCAACCTATTACTGTCAGCAAAGT

AATGAGGACCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA (SEQ 1ID

NO: 35)
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[00106] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidn variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), donde la secuencia de
aminoédcidos de la regidén VH comprende SEQ ID NO: 18, 19,
20, 21, 22, o una secuencia de aminoacidos que es al menos
95%, 96%, 97%, 98% o 99% 41idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 18, 19, 20, 21 o 22. Ademéds de
esta forma de realizacidén, se proporciona aqui el uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidédn en un sujeto. La
inflamacién puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacidén puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidén (por ejemplo, lesidn cerebral
traumética (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o gque afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, 1la
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o gue afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como

enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
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la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidén puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidn, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gque padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidédn estd presente en una
composicidén. La composicidn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00107] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), donde la secuencia de

aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 28, 29,
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30, 31, o una secuencia de aminodcidos gue es al menos 95%,
96%, 97%, 98% o 99% idéntica al aminocacido secuencia de SEQ
ID NO: 28, 29, 30 o 31. Ademés de esta forma de realizacidn,
se proporciona en este documento el uso del anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo en un método
para tratar la inflamacidén en un sujeto. La inflamaciédn
puede ser una inflamacidén 1inmune innata. La inflamacidn
puede ser una inflamacién relacionada con el inflamasoma.
La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o en el SNC.
La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede ser el
resultado de wuna lesidén (por ejemplo, lesidn cerebral
traumédtica (TBI) o lesién de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o que afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o gue afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldgica del SNC,
degradacidédn muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El1 uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidén puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La

reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
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paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidn, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gque padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidédn estd presente en una
composicidén. La composicidédn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00108] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), donde la secuencia de
aminoadcidos de la regidén VH comprende SEQ ID NO: 18, 19,
20, 21, 22, o una secuencia de aminodcidos gue es al menos
95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 18, 19, 20, 21 o 22; y en donde
la secuencia de aminoadcidos de la regidén VL comprende SEQ
ID NO: 28, 29, 30, 31, o una secuencia de aminodcidos que
es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia
de aminoadcidos de SEQ ID NO: 28, 29, 30 o 31. Ademéas de

esta forma de realizacidédn, en la presente se proporciona el
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uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacidén en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacidén puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidn (por ejemplo, lesidn cerebral
traumédtica (TBI) o lesién de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o gue afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o gue afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidédn puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para

tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
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fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gque padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidédn estd presente en una
composicidén. La composicidédn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00109] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en donde la secuencia
de aminocadcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 18,
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de 1la
SEQ ID NO: 18; y en donde la secuencia de aminoacidos de 1la
regiédn VL comprende la SEQ ID NO: 28 o una secuencia de
aminoédcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 28.
Ademéds de esta forma de realizacidn, aqul se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacién en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La

inflamacidén puede ser una inflamacidén relacionada con el

inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
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en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidn (por ejemplo, lesidn cerebral
traumatica (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o que afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidédn o afliccidédn del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidédn inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidédn puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gue padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del

mismo de esta forma de realizacidn estd presente en una
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composicidén. La composicidédn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00110] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en donde la secuencia
de aminocdcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 18,
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de la
SEQ ID NO: 18; y en donde la secuencia de aminodcidos de 1la
regién VL comprende la SEQ ID NO: 29 o una secuencia de
aminoadcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 29.
Ademéds de esta forma de realizacidn, aqul se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacién en un sujeto.
La inflamacién puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacidén puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidén (por ejemplo, lesidn cerebral
traumética (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o

enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o gue afecte al
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SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldbgica del SNC,
degradacidédn muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidédn puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidn, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gue padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidn estd presente en una
composicidén. La composicidédn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00111] En una forma de realizacidn, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo

que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
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el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidn variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en donde la secuencia
de aminocdcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 18,
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de 1la
SEQ ID NO: 18; y en donde la secuencia de aminoacidos de la
regiétn VL comprende la SEQ ID NO: 30 o una secuencia de
aminoédcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 30.
Ademés de esta forma de realizacidn, aqui se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacidén en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacién puede ser una inflamacién relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidédn en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidén (por ejemplo, lesidn cerebral
traumédtica (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o gque afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o gue afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida

la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
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esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidén puede reducir 1la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gque padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidédn estd presente en una
composicidén. La composicidédn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00112] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en donde la secuencia
de aminoadcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 18,

0 una secuencia de aminodcidos que es al menos 95%, 96%,
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97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoadcidos de la

o°

SEQ ID NO: 18; y donde la secuencia de aminocadcidos de 1la
regidén VL comprende la SEQ ID NO: 31 o una secuencia de
aminoédcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 31.
Ademéas de esta forma de realizacidn, aqul se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacién en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacién inmune innata. La
inflamacidén puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidédn (por ejemplo, lesidn cerebral
traumatica (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o gue afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, 1la
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). E1l uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo

en un método para tratar la inflamacidédn puede reducir la
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inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gue padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidn estd presente en una
composicidén. La composicidédn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00113] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia
de aminocdcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 19,
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,

o 99% idéntica a la secuencia de aminoédcidos de 1la

o°

97%, 98
SEQ ID NO: 19; y en donde la secuencia de aminoacidos de la
regiétn VL comprende la SEQ ID NO: 28 o una secuencia de
aminoadcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%

idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 28.
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Ademés de esta forma de realizacidén, aquli se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacidédn en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacidén puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidén (por ejemplo, lesidén cerebral
traumédtica (TBI) o lesién de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o que afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldgica del SNC,
degradacidédn muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). E1l uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidédn puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el

fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
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tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gque padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidédn estd presente en una
composicidén. La composicidn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00114] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regiodn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia
de aminocadcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 19,

0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,

97%, 98

o°

o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 19; y en donde la secuencia de aminodcidos de la
regiétn VL comprende la SEQ ID NO: 29 o una secuencia de
aminoédcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 29.
Ademéds de esta forma de realizacidn, aqul se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacién en un sujeto.

La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La

inflamacién puede ser una inflamacién relacionada con el
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inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidn (por ejemplo, lesidn cerebral
traumédtica (TBI) o lesién de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o que afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, 1la
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacién puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
qgue padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del

mismo de esta forma de realizacidn estd presente en una
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composicidén. La composicidédn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00115] En una forma de realizacién, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia
de aminodcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 19,
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 19; y en donde la secuencia de aminodcidos de 1la
regién VL comprende la SEQ ID NO: 30 o una secuencia de
aminoadcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 30.
En algunos casos, un anticuerpo monoclonal o un fragmento
de anticuerpo derivado del mismo que comprende una secuencia
de aminocdcidos de la regidén VH que comprende la SEQ ID NO:
19 y una secuencia de aminodcidos de la regidén VL dJgue
comprende la SEQ ID NO: 30 puede denominarse IC 100. Ademéas
de esto La forma de realizacidén, proporcionada en el
presente documento, es el uso del anticuerpo monoclonal o
fragmento de anticuerpo del mismo en un método para tratar

la inflamacidén en un sujeto. La inflamacidén puede ser una

inflamacidén inmune innata. La inflamacidén puede ser una
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inflamacidén relacionada con el inflamasoma. La inflamacién
puede estar en los pulmones y/o en el SNC. La inflamacidn
en los pulmones y/o el SNC puede ser el resultado de una
lesidén (por ejemplo, 1lesidn cerebral traumdtica (TBI) o
lesidén de la médula espinal (SCI)) o enfermedad, afecciédn
o afliccidn del SNC o que afecte al SNC. Como se proporciona
en el presente documento, la enfermedad, afeccidn o
afliccidén del SNC o que afecta al SNC puede ser un accidente
cerebrovascular, asi como enfermedades autoinmunes vy/o
enfermedades del SNC, incluida la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA) de Lou Gehrig, esclerosis multiple (EM),
disfuncién inmunoldégica del SNC, degradacidén muscular,
distrofia muscular (DM), enfermedad de Alzheimer (EA),
enfermedad de Parkinson (EP) . El wuso del anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo en un método
para tratar la inflamacidén puede reducir la inflamacidén en
el SNC y/o pulmones del paciente. La reduccidén se puede
comparar con un control (por ejemplo, paciente no tratado
y/o paciente antes del tratamiento). En wuna forma de
realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo derivado del mismo se usa para tratar la EM
administrando el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo derivado del mismo a un paciente gue padece o se
sospecha que padece EM. En algunos casos, el anticuerpo

monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo de esta
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forma de realizacidén estd presente en una composicidédn. La
composicidén puede ser una composicidén farmacéutica como se
proporciona en el presente documento.

[00116] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una cadena variable de
cadena ligera o kappa (VL) regidén, en la que la secuencia
de aminodcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 19,
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de la
SEQ ID NO: 19; y donde la secuencia de aminocadcidos de 1la
regiédn VL comprende la SEQ ID NO: 31 o una secuencia de
aminoédcidos qgue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 31.
Ademéds de esta forma de realizacidn, aqul se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacién en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacidén puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede

ser el resultado de una lesidén (por ejemplo, lesidn cerebral

traumédtica (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
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enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o qgue afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidédn inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidén puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gue padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidén estd presente en una
composicidén. La composicidédn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00117] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un

anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
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que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidn variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia
de aminocdcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 20,
0 una secuencia de aminoacidos gue es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de 1la
SEQ ID NO: 20; y en donde la secuencia de aminodcidos de 1la
regiétn VL comprende la SEQ ID NO: 28 o una secuencia de
aminoacidos que es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 28.
Ademéds de esta forma de realizacidn, aqui se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacidédn en un sujeto.
La inflamacién puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacién puede ser una inflamacién relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidén (por ejemplo, lesidén cerebral
traumética (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o gque afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o gue afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como

enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
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la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidédn inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidédn puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidn, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gque padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidédn estd presente en una
composicidén. La composicidn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00118] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia

de aminoacidos de la regidédn VH comprende la SEQ ID NO: 20,
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0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoadcidos de 1la
SEQ ID NO: 20; y en donde la secuencia de aminodcidos de la
regiédn VL comprende la SEQ ID NO: 29 o una secuencia de
aminoédcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 29.
Ademas de esta forma de realizacidn, aquili se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacién en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacién puede ser una inflamacién relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidédn (por ejemplo, lesidn cerebral
traumédtica (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o qgue afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o gue afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del

anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
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en un método para tratar la inflamacidén puede reducir 1la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gue padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidédn estd presente en una
composicidén. La composicidédn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00119] En una forma de realizacién, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia
de aminodcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 20,
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 20; y en donde la secuencia de aminoacidos de la
regiédn VL comprende la SEQ ID NO: 30 o una secuencia de

aminoacidos qgue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
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idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 30.
Ademas de esta forma de realizacidn, aqul se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacidén en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacidén puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidén (por ejemplo, lesidén cerebral
traumatica (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o gue afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). E1l uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidédn puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En

una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
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fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gue padece o0 se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidn estd presente en una
composicidén. La composicidn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00120] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regiodn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia
de aminocdcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 20,
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,

97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoadcidos de 1la

o°

SEQ ID NO: 20; y donde la secuencia de aminocédcidos de 1la
regiétn VL comprende la SEQ ID NO: 31 o una secuencia de
aminoadcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 31.
Ademés de esta forma de realizacidén, aqui se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacidén en un sujeto.

La inflamacién puede ser una inflamacidén inmune innata. La
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inflamacién puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidén (por ejemplo, lesidén cerebral
traumédtica (TBI) o lesién de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidn o afliccidédn del SNC o que afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldbgica del SNC,
degradacidédn muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidén puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidn, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gue padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,

el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
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mismo de esta forma de realizacidédn estd presente en una
composicidén. La composicidn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00121] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la gque la secuencia
de aminoacidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 21,
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de 1la
SEQ ID NO: 21; y en donde la secuencia de aminoacidos de la
regién VL comprende la SEQ ID NO: 28 o una secuencia de
aminoédcidos qgue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 28.
Ademéds de esta forma de realizacidn, aqul se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacién en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacidén puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede

ser el resultado de una lesidén (por ejemplo, lesidn cerebral

traumédtica (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
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enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o qgue afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidédn inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidén puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gue padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidén estd presente en una
composicidén. La composicidédn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00122] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un

anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
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que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidn variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia
de aminocdcidos de la regidédn VH comprende la SEQ ID NO: 21,
0 una secuencia de aminoacidos gue es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de 1la
SEQ ID NO: 21; y en donde la secuencia de aminodcidos de 1la
regiétn VL comprende la SEQ ID NO: 29 o una secuencia de
aminoacidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 29.
Ademéds de esta forma de realizacidn, aqui se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacidédn en un sujeto.
La inflamacién puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacién puede ser una inflamacién relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidédn (por ejemplo, lesidn cerebral
traumética (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o gque afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o gue afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como

enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
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la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidédn inmunoldbgica del SNC,
degradacidédn muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidédn puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidn, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gque padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidén estd presente en una
composicidén. La composicidn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00123] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia

de aminoadcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 21,
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0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoadcidos de 1la
SEQ ID NO: 21; y en donde la secuencia de aminoacidos de 1la
regidédn VL comprende la SEQ ID NO: 30 o una secuencia de
aminoédcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 30.
Ademas de esta forma de realizacidn, aquili se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacidén en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacién puede ser una inflamacién relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidédn (por ejemplo, lesidn cerebral
traumédtica (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o qgue afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del

anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo

156



en un método para tratar la inflamacidén puede reducir 1la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gue padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidédn estd presente en una
composicidén. La composicidédn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00124] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia
de aminodcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 21,
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 21; y donde la secuencia de aminocadcidos de 1la
regidédn VL comprende la SEQ ID NO: 31 o una secuencia de

aminoacidos qgue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
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idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 31.
Ademéas de esta forma de realizacidn, aqul se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacidén en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacidén puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidén (por ejemplo, lesidén cerebral
traumatica (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccién o afliccidén del SNC o gue afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). E1l uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidén puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En

una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
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fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gue padece o0 se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidn estd presente en una
composicidén. La composicidn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00125] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regiodn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia
de aminoédcidos de la regién VH comprende la SEQ ID NO: 22,
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,

97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoadcidos de la

o°

SEQ ID NO: 22; y en donde la secuencia de aminodcidos de 1la
regiétn VL comprende la SEQ ID NO: 28 o una secuencia de
aminoadcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 28.
Ademés de esta forma de realizacidn, aqui se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacidén en un sujeto.

La inflamacién puede ser una inflamacidén inmune innata. La
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inflamacién puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidén (por ejemplo, lesidén cerebral
traumédtica (TBI) o lesién de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidn del SNC o que afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o que afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidén inmunoldbgica del SNC,
degradacidédn muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El1l uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidén puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidn, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gque padece o se sospecha gque padece EM. En algunos casos,

el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
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mismo de esta forma de realizacidédn estd presente en una
composicidén. La composicidn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00126] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la gque la secuencia
de aminoacidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 22,
o0 una secuencia de aminodcidos gque es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoadcidos de la
SEQ ID NO: 22; y en donde la secuencia de aminoacidos de la
regién VL comprende la SEQ ID NO: 29 o una secuencia de
aminoédcidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 29.
Ademéds de esta forma de realizacidn, aqul se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacidédn en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacidén puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede

ser el resultado de una lesidn (por ejemplo, lesidn cerebral

traumédtica (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
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enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o qgue afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidn del SNC o gque afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como
enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidédn inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidén puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gue padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidén estd presente en una
composicidén. La composicidédn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00127] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un

anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
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que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidn variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia
de aminodcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 22,
0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de 1la
SEQ ID NO: 22; y en donde la secuencia de aminodcidos de 1la
regiétn VL comprende la SEQ ID NO: 30 o una secuencia de
aminoacidos gque es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 30.
Ademéds de esta forma de realizacidn, aqui se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacidén en un sujeto.
La inflamacién puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacién puede ser una inflamacién relacionada con el
inflamasoma. La inflamacidén puede estar en los pulmones y/o
en el SNC. La inflamacidén en los pulmones y/o el SNC puede
ser el resultado de una lesidén (por ejemplo, lesidén cerebral
traumética (TBI) o lesidén de la médula espinal (SCI)) o
enfermedad, afeccidén o afliccidédn del SNC o gque afecte al
SNC. Como se proporciona en el presente documento, la
enfermedad, afeccidén o afliccidén del SNC o gue afecta al
SNC puede ser un accidente cerebrovascular, asi como

enfermedades autoinmunes y/o enfermedades del SNC, incluida
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la esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig,
esclerosis multiple (EM), disfuncidédn inmunoldbgica del SNC,
degradacidén muscular, distrofia muscular (DM), enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP). El uso del
anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo
en un método para tratar la inflamacidédn puede reducir la
inflamacién en el SNC vy/o pulmones del paciente. La
reduccidén se puede comparar con un control (por ejemplo,
paciente no tratado y/o paciente antes del tratamiento). En
una forma de realizacidn, el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo se usa para
tratar la EM administrando el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo derivado del mismo a un paciente
gque padece o se sospecha que padece EM. En algunos casos,
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo de esta forma de realizacidédn estd presente en una
composicidén. La composicidn puede ser una composicidn
farmacéutica como se proporciona en el presente documento.
[00128] En una forma de realizacidén, aqui se proporciona un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de anticuerpo del mismo
que se une especificamente a ASC, en donde el anticuerpo o
el fragmento de anticuerpo del mismo comprende una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera o de cadena kappa (VL), en la que la secuencia

de aminocadcidos de la regidén VH comprende la SEQ ID NO: 22,
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o)

0 una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de 1la
SEQ ID NO: 22; y donde la secuencia de aminoacidos de 1la
regidédn VL comprende la SEQ ID NO: 31 o una secuencia de
aminoédcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia de aminoadcidos de la SEQ ID NO: 31.
Ademéds de esta forma de realizacidn, aqul se proporciona el
uso del anticuerpo monoclonal o fragmento de anticuerpo del
mismo en un método para tratar la inflamacién en un sujeto.
La inflamacidén puede ser una inflamacidén inmune innata. La
inflamacién puede ser una inflamacidén relacionada con el
inflamasoma. En una forma de realizacidén, los anticuerpos
monoclonales o fragmentos de anticuerpos de los mismos
proporcionados en este documento se pueden usar en un método
para reducir la inflamacidén en un mamifero como se describe
en el documento US 8.685.400, cuyo contenido se incorpora
aqui como referencia en su totalidad. La inflamacidén puede
estar en los pulmones y/o en el SNC. La inflamacidén en los
pulmones y/o el SNC puede ser el resultado de una lesidn
(por ejemplo, lesidn cerebral traumatica (TBI) o lesidn de
la médula espinal (SCI)) o enfermedad, afeccidén o afliccidn
del SNC o qgue afecte al SNC. Como se proporciona en el
presente documento, la enfermedad, afeccidn o afliccidn del
SNC o) que afecta al SNC puede ser un accidente

cerebrovascular, asi como enfermedades autoinmunes vy/o
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enfermedades del SNC, incluida la esclerosis lateral
amiotrdéfica (ELA) de Lou Gehrig, esclerosis multiple (EM),
disfuncidén inmunoldégica del SNC, degradacidén muscular,
distrofia muscular (DM), enfermedad de Alzheimer (EA),
enfermedad de Parkinson (EP) . El uso del anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo en un método
para tratar la inflamacidén puede reducir la inflamacidn en
el SNC y/o pulmones del paciente. La reduccidn se puede
comparar con un control (por ejemplo, paciente no tratado
y/o paciente antes del tratamiento). En wuna forma de
realizacidén, el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo derivado del mismo se usa para tratar la EM
administrando el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo derivado del mismo a un paciente que padece o se
sospecha gue padece EM. En algunos casos, el anticuerpo
monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo de esta
forma de realizacidn estd presente en una composicidén. La
composicidén puede ser una composicidédn farmacéutica como se
proporciona en el presente documento.

[00129] En otra forma de realizacién, una composicién para
reducir la inflamacidén en el SNC o los pulmones de un
mamifero incluye un anticuerpo o un fragmento activo del
mismo como se proporciona en el presente documento que se
une especificamente a NLRP1 (por ejemplo, anticuerpo de

pollo anti-NLRP1l) o un dominio del mismo. Puede usarse
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cualquier anticuerpo anti-NLRP1 adecuado, y varios estén
disponibles comercialmente. Ejemplos de anticuerpos anti-
NLRP1 para su uso en los métodos de la presente pueden ser
los que se encuentran en el documento US8685400, cuyo
contenido se incorpora aqui como referencia en su totalidad.
Ejemplos de anticuerpos anti-NLRP1l asequibles en comercios
para usar en los métodos proporcionados en el presente
documento incluyen, pero sin limitacién, anticuerpo
policlonal humano NLRP1 AF6788 de R&D Systems, anti-NLRP1
ABF22 policlonal de conejo de EMD Millipore, anti-NLRP1
NB100-56148 policlonal de conejo de ©Novus Biologicals,
anti-NLRP1 SAB1407151 policlonal de ratén de Sigma-Aldrich,
anti-NLRP1 ab3683 policlonal de ratén de Abcam, anti-NLRP1
orb325922 policlonal de ratdn de Biorbyt, anti-NLRP1
MBS7001225 policlonal de raté4n de mybiosource, AF6788
policlonal de oveja de R&D systems, anti-NLRP1 0aed00344
monoclonal de ratédn de Aviva Systems, anti-NLRP1
ARO54478 P050 policlonal de conejo de Aviva Systems, anti-
NLRP1 APO7775PU-N policlonal de conejo de Origene, anti-
NLRP1 ABIN768983 policlonal de conejo de Antibodies online,
anti-NLRP1 3037 policlonal de conejo de Prosci, anti-NLRP1
12256-1-AP policlonal de conejo de Proteintech, anti-NLRP1
ALX-804-803-C100 monoclonal de ratdédn de Enzo, anti-NLRP1
MA1-25842 monoclonal de ratdédn de Invitrogen, anti-NLRP1

GTX16091 monoclonal de ratdédn de GeneTex, anti-NLRP1 200-
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401-CX5 policlonal de conejo de Rockland, o anti-NLRP1 4990
policlonal de <conejo de Cell Signaling Technology. La
proteina humana NLRP1 puede tener numeros de acceso
AAH51787, NP 001028225, NP 055737, NP 127497, NP 127499 o
NP 127500. En una forma de realizacidén, el anticuerpo se
une a un dominio de pirina, NACHT, LRR1-6, FIIND o CARD o
una porcidén o fragmento del mismo de una proteina de
mamifero NLRP1 (por ejemplo, NLRP1 humano). En esta forma
de realizacidédn, un anticuerpo como se describe en este
documento se une especificamente a una secuencia de
aminoédcidos que tiene al menos un 65% (por ejemplo, 65, 70,
75, 80, 85%) de identidad de secuencia con un dominio
especifico (por ejemplo, pirina, NACHT, LRR1-6, FIIND o
CARD) o fragmento del mismo de NLRP1 humana. En una forma
de realizacidén, se usa un policlonal anti-NLRP1 de pollo
que fue disefiado a medida y producido por Ayes Laboratories
para reducir la inflamacidén pulmonar. Este anticuerpo puede
dirigirse contra la siguiente secuencia de aminoédcidos en
la NLRP1 humana: CEYYTEIREREREKSEKGR (SEQ ID NO: 3). En una
forma de realizacidén, un anticuerpo que se une a un dominio
NLRP1 o un fragmento del mismo como se describe en este
documento inhibe la actividad NLRP1 en células pulmonares,
por ejemplo, células alveolares de tipo II de un mamifero.
[00130] En otra forma de realizacidén més, una composicidn

para reducir la inflamacidén en el SNC o los pulmones de un
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mamifero incluye un anticuerpo o un fragmento activo del
mismo como se proporciona en el presente documento que se
une especificamente a AIM2 o un dominio del mismo. Puede
usarse cualguier anticuerpo anti-AIM2 adecuado, y varios
estéan disponibles comercialmente. Los ejemplos de
anticuerpos anti-AIM2 disponibles comercialmente para su
uso en los métodos proporcionados en este documento
incluyen, pero sin limitacidén, un anti-AIM2 policlonal de
conejo con numero de catdlogo 20590-1-AP de Proteintech,
anticuerpo anti-AIMS de Abcam (abl119791), anti-AIM2
policlonal de conejo (regidén N-terminal) con numero de
catdlogo AP3851 de ECM biosciences, anti-ASC policlonal de
conejo con numero de catdalogo E-AB-30449 de Elabsciences,
anticuerpo monoclonal de ratdn Anti-AIM2 llamado anticuerpo
AIM2 (3C4Gll) con numero de catdlogo sc-293174 de Santa
Cruz Biotechnology, anticuerpo AIM2 monoclonal de ratdén con
nimero de catédlogo TA324972 de Origene, anticuerpo
monoclonal AIM2 (10M2B3) de Thermofisher Scientific,
anticuerpo AIM2 policlonal de conejo ABIN928372 o
ABIN760766 de Antibodies-online, anticuerpo policlonal
Biomatix coat anti-AIM2 con numero de catdlogo CAE02153,
anticuerpo policlonal anti-AIM2 (OABF(01632) de Aviva
Systems Biology, anticuerpo anti-AIM2 policlonal de cone’jo
LS-C354127 de LSBio-C354127, anticuerpo anti-AIM?2

monoclonal de conejo de Cell Signaling Technology, con
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nimero de catdlogo MA5-16259. Anticuerpo monoclonal anti-
AIM2 policlonal de conejo de Fab Gennix International
Incorporated, con numero de catdlogo AIM2 201AP, anti-AIM?2
policlonal de conejo de MyBiosource con numero de catdlogo
MBS855320, anti-AIM2 policlonal de conejo de Signalway con
nimero de catalogo 36253, anti-AIM2 policlonal de conejo de
Novus Biological con numero de catdlogo 43900002, anti-AIM2
policlonal de conejo de GeneTex GTX54910, anti-AIM2 26-
540policlonal de conejo de Prosci, anti-AIM2 monoclonal de
ratdédn orb333902 de Biorbyt, anti-AIM2 ab93015 policlonal
de ratdédn de Abcam), anti-AIM2 ab76423 policlonal de ratédn
de Abcam, anti-AIM2 SAB1406827 policlonal de ratdén de Sigma
Aldrich o anti-AIM2 3B10 de Biolegend. La proteina humana
AIM2 puede tener los numeros de acceso NX 014862, NP004824,
XP016858337, XP005245673, AAB81613, BAF84731 or AAH10940.
En una forma de realizacidén, el anticuerpo se une a un
dominio Pirina o HIN-200 o una porcidén o fragmento del mismo
de una proteina AIM2 de mamifero (por ejemplo, AIM2 humana) .
En esta forma de realizacidén, un anticuerpo como se describe
en el presente documento se une especificamente a una
secuencia de aminoacidos gque tiene al menos 65% (por
ejemplo, 65, 70, 75, 80, 85%) de identidad de secuencia con
un dominio especifico (por ejemplo, pirina o HIN-200) o
fragmento del mismo de AIM2 humano. En wuna forma de

realizacidén, un anticuerpo que se une a un dominio AIM2 o
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fragmento del mismo como se describe en el presente
documento inhibe la actividad AIM2 en células pulmonares,
por ejemplo, células alveolares de tipo II de un mamifero.
[00131] Los anticuerpos anti-inflamasoma (por ejemplo, Anti-
ASC, anti-NLRP1 o anti-AIM2) como se describen en este
documento incluyen anticuerpos policlonales y monoclonales
de roedores, anticuerpos humanos policlonales y
monoclonales, o cualquier parte de los mismos, que tienen
al menos una regidén de unidén a antigeno de una regidn
variable de inmunoglobulina, cuyo anticuerpo se une
especificamente a un componente de un inflamasoma de
mamifero (por ejemplo, inflamasoma AIM2) tal como, por
ejemplo, ASC o AIM2. En algunos casos, el anticuerpo es
especifico para ASC de manera gue un anticuerpo es
especifico para ASC si se produce contra un epitopo del
polipéptido y se une a al menos parte de la proteina natural
o0 recombinante.

[00132] En determinadas formas de realizacidn, un anticuerpo
proporcionado en el ©presente documento comprende un
polipéptido que tiene una o més sustituciones, deleciones
o 1inserciones de aminoacidos. Por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal anti-ASC o un fragmento de anticuerpo de unidn
a ASC comprende un polipéptido que tiene una o méas
sustituciones, deleciones o inserciones de aminodcidos en

comparacidédn con un polipéptido que tiene una secuencia de
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aminodcidos de una o mas de las SEQ ID NO: 6-8, 12-14, 18-
22 o 28-31. Un anticuerpo proporcionado en el presente
documento puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o méas
sustituciones, deleciones o inserciones de aminoéadcidos. Por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti-ASC o un fragmento
de anticuerpo de unidén a ASC puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10 o mas sustituciones, deleciones o inserciones
de aminoacidos. Pueden introducirse sustituciones,
deleciones o inserciones mediante técnicas estandar, tales
como mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis mediada
por PCR de una molécula de acido nucleico que codifica un
polipéptido de un anticuerpo anti-ASC o un fragmento de
anticuerpo que se une a ASC.

[00133] En determinadas formas de realizacién, se realizan
sustituciones conservadoras de aminoadcidos en una o mas
posiciones en las secuencias de aminoacidos de anticuerpos
o fragmentos de anticuerpos descritos en este documento.
Una “sustitucién de aminodcidos conservativa” es aquella en
la gue el residuo de aminocdcido se reemplaza por un residuo
de aminocdcido que tiene una cadena lateral similar. En
determinadas formas de realizacidn, las sustituciones
conservadoras de aminodcidos se realizan solo en las
secuencias de FR y no en las secuencias de CDR de un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo. Se han definido en la

técnica familias de residuos de aminodcidos que tienen
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cadenas laterales similares, gque incluyen cadenas laterales
bdsicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas
laterales &cidas (por ejemplo, é&cido aspartico, 4acido
glutédmico), <cadenas laterales polares no cargadas (por
ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina,
tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por
ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptdéfano), cadenas laterales de
ramificacidn beta (por ejemplo, treonina, valina,
isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo,
tirosina, fenilalanina, triptdéfano; histidina). Asi, por
ejemplo, un residuo de aminocdcido en un polipéptido de un
anticuerpo monoclonal anti-ASC o un fragmento de anticuerpo
de unidén a ASC puede reemplazarse con otro residuo de
aminodcido de la misma familia de cadenas laterales. En
determinadas formas de realizacidn, una cadena de
aminoacidos se puede reemplazar con una cadena
estructuralmente similar gque difiere en el orden vy/o
composicién de los miembros de la familia de cadenas
laterales. Los expertos en la técnica podréan evaluar si un
anticuerpo monoclonal anti-ASC o un fragmento de anticuerpo
de unidén a ASC gue comprende un polipéptido que tiene una
o mas sustituciones, deleciones o) inserciones de
aminoadcidos en comparacidédn con un polipéptido que tiene una

secuencia de aminodcidos de una o més de las SEQ ID NO: 6-
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8, 12-14, 18-22 o 28-31 se unen a la proteina ASC mediante
la wutilizacidédn de métodos rutinarios reconocidos en la
técnica que incluyen, pero sin limitacidn, ELISA,
transferencias de Western, presentacidén de fagos, etc.
[00134] Los céalculos de homologia o identidad de secuencia
(los términos se usan indistintamente en este documento)
entre secuencias se pueden realizar como sigue.

[00135] Para determinar el porcentaje de identidad de dos
secuencias de aminoadcidos, o de dos secuencias de &cidos
nucleicos, las secuencias se alinean con fines de
comparacién oéptimos (por ejemplo, se pueden introducir
espacios en uno o ambos de una primera y segunda secuencia
de aminodcidos o adcidos nucleicos para una alineacidn Sptima
y secuencias no homélogas pueden descartarse para fines de
comparacién). En una forma de realizacidén ejemplar, la
longitud de una secuencia de referencia alineada con fines

de comparacidédn es al menos 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%,

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de la longitud

\

de la secuencia de referencia. A continuacidbn, se comparan
los residuos de aminoéadcidos o nucledétidos en las
correspondientes posiciones de aminoacidos o posiciones de
nucledétidos. Cuando una posicidédn en la primera secuencia
estd ocupada por el mismo residuo de aminodcido o nucledtido

que la posicidén correspondiente en la segunda secuencia,
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entonces las moléculas son idénticas en esa posicidén (como
se usa aqui, la “identidad” de aminoacidos o &cidos
nucleicos es equivalente a amino “homologia” de &cido o
dcido nucleico). El1l porcentaje de identidad entre las dos
secuencias es funcién del numero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el numero
de huecos vy la longitud de cada hueco, que deben
introducirse para un alineamiento o6ptimo de las dos
secuencias.

[00136] La comparacidén de secuencias y la determinacién del
porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede lograr
usando un algoritmo matematico. En una forma de realizacién,
el porcentaje de i1dentidad entre dos secuencias de
aminodcidos se determina utilizando el método Needleman et
al. ((1970) J. Mol. Biol. 48: 444-453) algoritmo que se ha
incorporado al programa GAP en el paquete de software GCG
(disponible en www.gcg.com), utilizando una matriz BLOSUM
62 o una matriz PAM250, y un peso de espacio de 16, 14, 12,
10, 8, 6 o 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 o 6. En
otra forma de realizacidn, el porcentaje de identidad entre
dos secuencias de nucledétidos se determina usando el
programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en
WWW.gcg.com), usando una matriz NWSgapdna CMP y un peso de
espacio de 40, 50, 60, 70 u 80 y un peso de longitud de 1,

2, 3, 4, 5 o0 6. Un conjunto de parametros (y el que se puede
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usar si el médico no estd seguro de qué parametros se deben
aplicar para determinar si una molécula estd dentro de una
identidad de secuencia o una limitacidén de homologia de 1la
invencién) es una matriz de puntuacidédn BLOSUM 62 con una
penalizaciédn de espacio de 12, una penalizacidén de extensidn
de espacio de 4 y una penalizacidén de espacio de cambio de
fotograma de 5.

[00137] E1 porcentaje de identidad entre dos secuencias de
aminoadacidos o nucledtidos se puede determinar usando el
algoritmo de Meyers et al. ((1989) CABIOS 4: 11-17) qgue se
ha incorporado al programa ALIGN (versidén 2.0), utilizando
una tabla de residuos de peso PAM120, una penalizacidén de
longitud de espacio de 12 y una penalizacidédn de espacio de
4.,

[00138] En ciertos aspectos, un anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal. En otros aspectos, un anticuerpo es un
anticuerpo policlonal. El1 término “anticuerpo monoclonal”
se refiere a una poblacidén de moléculas de anticuerpo gque
contienen s6lo una especie de un sitio de unidén al antigeno
capaz de inmunorreaccionar con un epitopo particular de un
antigeno. Por tanto, una composicidn de anticuerpo
monoclonal muestra tipicamente una Unica afinidad de uniédn
por una proteina particular con la que inmunorreacciona.
[00139] En algunos aspectos, un anticuerpo de la invencidn

(un anticuerpo monoclonal anti-ASC o un fragmento de
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anticuerpo de unién a ASC) es humanizado, gquimérico o
humano.

[00140] En algunas formas de realizacidn, un anticuerpo de
la invencidén es un anticuerpo humanizado.

[00141] “Anticuerpo humanizado”, como se usa el término en
este documento, se refiere a un anticuerpo gque ha sido
disefiado para comprender una o mas regiones marco humanas
en la regidén variable junto con las regiones determinantes
de complementariedad (CDR) de la cadena pesada y/o ligera
no humana (por ejemplo, ratén, rata o hamster). En
determinadas formas de realizacién, un anticuerpo
humanizado comprende secuencias que son completamente
humanas excepto las regiones CDR. En algunos casos, los
residuos de la regidén marco (FR) Fv de la inmunoglobulina
humana se reemplazan por los residuos no humanos
correspondientes. Ademas, el anticuerpo humanizado puede
comprender residuos gue no se encuentran ni en la forma
humana del anticuerpo ni en las secuencias de marco o CDR
importadas, pero gue se incluyen para refinar y optimizar
atn més el rendimiento del anticuerpo. En general, el
anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente la
totalidad de al menos uno, Yy normalmente dos, dominios
variables, en los qgue todas o sustancialmente todas las
regiones CDR corresponden a las de una inmunoglobulina no

humana y todas o sustancialmente todas las regiones FR son
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las de una secuencia consenso de inmunoglobulina humana. La
regiédn FR se puede modificar de cualguier manera conocida
en la técnica y/o proporcionada en el presente documento.
Las modificaciones pueden conferir propiedades deseables
tales como wuna vida media aumentada y/o una expresiodn
mejorada en las células huésped. En una forma de
realizacidén, la regidn o regiones FR se pueden modificar o
mutar como se describe en el documento US20150232557, que
se incorpora aqui como referencia. Otras formas de
anticuerpos humanizados pueden tener una o mas CDR (CDR L1,
CDR L2, CDR L3, CDR H1, CDR H2 o CDR H3) gue estan alteradas
con respecto al anticuerpo original, que también se
denominan una o mé&s CDR “derivado de” una o méas CDR del
anticuerpo original. El1 anticuerpo humanizado también
comprenderd de manera Optima al menos una parte de una
regién o dominio constante de inmunoglobulina (Fc),
tipicamente la de una inmunoglobulina humana.

[00142] Los anticuerpos humanizados son tipicamente menos
inmunogénicos para los seres humanos, en comparacién con
los anticuerpos no humanizados, y por tanto ofrecen
beneficios terapéuticos en determinadas situaciones. Por
ejemplo, la regidn constante del anticuerpo se puede disefiar
de manera que sea inmunoldgicamente inerte (por ejemplo, no
desencadena la 1lisis del complemento). Ver, por ejemplo,

Publicacidén PCT N° PCT/GR99/01441; Solicitud de Patente del
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Reino Unido ©No. 9809951.8, <cada wuna de las cuales se
incorpora aqul como referencia en su totalidad. Los expertos
en la técnica conoceran los anticuerpos humanizados vy
también conoceran las técnicas adecuadas para su
generacién. Véase, por ejemplo, Hwang, W. Y. K., et al.,
Methods 36:35, 2005; Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 86: 10029-10033, 1989; Jones et al., Nature, 321: 522-
25, 1986; Riechmann et al., Nature, 332: 323-27, 1988;
Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-36, 1988; Orlandi et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 3833-37, 1989; Patente
de EE.UU. N° 5.225.539; 5,530,101; 5,585,089; 5,693,761;
5,693,762; 6,180,370; y Selick et al., WO 90/07861, cada
uno de los cuales se incorpora aqui como referencia en su
totalidad. Otros métodos de humanizacidédn de anticuerpos que
también pueden utilizarse se describen en Daugherty et al.,
Nucl. Acids Res. 19: 2471-2476, 1991 y en la patente de
EE.UU. N° 6.180.377; 6,054,297; 5.997.867; 5,866,692;
6,210,671; y 6.350.861; y en la Publicacién PCT No. WO
01/27160, cada una de las cuales se incorpora aqui como
referencia en su totalidad. Por ejemplo, un anticuerpo anti-
ASC o un fragmento de unidén al antigeno anti-ASC de la
invencidén puede comprender una secuencia de aminoadcidos de
la regidén VH que comprende HCDR1 de SEQ ID NO: 6, HCDR2 de
SEQ ID NO: 7 y HCDR3 de SEQ ID NO: 8; y una secuencia de

aminoadcidos de la regidédn VL que comprende LCDR1 de SEQ ID
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NO: 12, LCDR2 de SEQ ID NO: 13 y LCDR3 de SEQ ID NO: 14; vy
una o0 mas secuencias de la regidén estructural humana.

[00143] En algunas formas de realizacién, un anticuerpo de
la invencidén es un anticuerpo quimérico y se une
especificamente a ASC. En algunos casos, el anticuerpo
quimérico anti-ASC reduce la actividad de ASC. “Anticuerpo
quimérico”, como se usa el término en este documento, se
refiere a un anticuerpo que ha sido disefiado para comprender
al menos una regidén constante humana. Por ejemplo, una o
todas las regiones variables de la(s) cadena(s) ligera(s)
y/o0 una o todas las regiones variables de la(s) cadena(s)
pesada(s) de un anticuerpo de ratdn (por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal de ratdédn) se pueden unir cada una a
un regidén constante humana, tal como, sin limitacidén, una
regidén constante humana IgGl. Los anticuerpos quiméricos
son tipicamente menos inmunogénicos para los seres humanos,
en relacidédn con los anticuerpos no guiméricos, y por tanto
ofrecen beneficios terapéuticos en determinadas
situaciones. Los expertos en la técnica conoceran 1los
anticuerpos quiméricos y también conoceran las técnicas
adecuadas para su generacidédn. Véase, por ejemplo, Cabilly
et al., Patente de EE.UU. N° 4.816.567; Shoemaker et al.,
Patente de EE.UU. N° 4.978.775; Beavers et al., Patente de
EE.UU. N° 4.975.369; vy Boss et al., patente de EE.UU.

4.816.397, cada una de las cuales se 1incorpora agqui como
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referencia en su totalidad. Por ejemplo, un anticuerpo o
fragmento de unidén a antigeno de la 1invencidédn puede
comprender una regidn VH que comprende SEQ ID NO: 22; una
regién VL que comprende la SEQ ID NO: 31 vy una regidn
constante humana.

[00144] Como se usa en este documento, los términos “unidn
inmunolédégica” y “propiedades de wunidén inmunoldgica” se
refieren a las interacciones no covalentes del tipo que
ocurren entre una molécula de inmunoglobulina (por ejemplo,
un anticuerpo) y un antigeno para el gque la inmunoglobulina
es especifica. La fuerza o afinidad de las interacciones de
unién dinmunoldégica se puede expresar en términos de 1la
constante de disociacidédn (Kd) de la interaccidn, en la que
una Kd mé&s pequefia representa una mayor afinidad. Las
propiedades de unién inmunoldégica de polipéptidos
seleccionados se pueden cuantificar usando métodos bien
conocidos en la técnica. Uno de estos métodos implica medir
las tasas de formacidén y disociacién del complejo de
antigeno/sitio de wunidén al antigeno, donde esas tasas
dependen de las concentraciones de los socios del complejo,
la afinidad de la interaccidédn y los pardmetros geométricos
que 1influyen igualmente en la tasa en ambas direcciones.
Por tanto, tanto la “constante de velocidad activa” (Kon)
como la “constante de velocidad inactiva” (Koff) pueden

determinarse mediante el céalculo de las concentraciones vy
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las velocidades reales de asociacidén y disociacién. (Véase
Nature 361: 186 - 87 (1993)). La relacién de Koff/Kon
permite la cancelacidén de todos los parametros no
relacionados con la afinidad y es igual a la constante de
disociacidédn Kd. (Véase, en general, Davies et al. (1990)
Annual Rev Biochem 59: 439-473). Se dice gque un anticuerpo
de la presente invencidén se une especificamente a un epitopo

(por ejemplo, Fragmento ASC con el aminocdcido SEQ ID NO: 5)
cuando la constante de unidén en equilibrio (Kd) es < 10 uM,

<10 nM, £ 10 nM, y £ 100 pM a aproximadamente 1 pM, medido
mediante ensayos tales como ensayos de unidén de radioligando
0 ensayos similares conocidos por 1los expertos en la
técnica.

[00145] En ciertos aspectos, un anticuerpo de la invencidn
es monovalente o bivalente y comprende una cadena simple o
doble. Funcionalmente, la afinidad de unién de un anticuerpo
puede estar dentro del rango de 10> M a 10-1'2 M. Por ejemplo,
la afinidad de unidén de un anticuerpo es de 10-¢M a 10-12 M,
de 107 M a 10712 M, de 108 M a 10712 M, de 10° M a 10-12 M,
de 10> M a 10°1* M, de 10¢ M a 10711 M, de 107 M a 10-11 M,
de 108 M a 101! M, de 10° M a 10°11 M, de 1010 M a 10-11 M,
de 10" M a 10°19 M, de 10 M a 10°10 M, de 107 M a 10-10 M,
de 108 M a 10-10 M, de 102 M a 1010 M, de 10> M a 10-°% M,

de 10 M a 10 M, de 107 M a 109 M, de 108 M a 109 M, de
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10->M a 108 M, de 10 M a 108M, de 107 M a 10-8 M, de 10-
5Ma 107 M, de 10®* M a 107 M or from 10> M a 10-° M.
[00146] Los métodos para determinar la especificidad vy
afinidad de anticuerpos monoclonales mediante inhibicidn
competitiva se pueden encontrar en Harlow, et al.,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1988, Colligan
et al., eds., Current Protocols 1in Immunology, Greene
Publishing Assoc. and Wiley Interscience, N.Y., (1992,
1993), and Muller, Meth. Enzymol. 92:589-601, 1983, cuyas
referencias se incorporan en su totalidad aqui como
referencia.

[00147] Los anticuerpos antiinflamamasoma (por ejemplo,
Anti-ASC y anti-AIM2) de la presente invencidédn se pueden
preparar de forma rutinaria de acuerdo con métodos tales
como, pero sin limitarse a, la inoculacidén de un animal
apropiado con el polipéptido o un fragmento antigénico, en
estimulacidén in vitro de poblaciones de linfocitos, métodos
sintéticos, hibridomas vy/o «c¢élulas recombinantes que
expresan el acido nucleico que codifica dichos anticuerpos
anti-ASC o anti-NLR1. Inmunizacidén de un animal usando ASC
recombinante purificada o fragmentos de péptidos de 1la
misma, por ejemplo, Residuos 178-193 (SEQ ID NO: 1) de ASC
de rata (por ejemplo, Numero de acceso BAC43754), SEQ 1ID

NO: 2 de ASC humana o residuos 21-41 (SEQ ID NO: 5) de ASC
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humana (por ejemplo, numero de acceso NP 037390.2), es un
ejemplo de un método para preparar anticuerpos anti-ASC. De
manera similar, la inmunizacidédn de un animal usando NLRP1
recombinante purificada o fragmentos de péptidos del mismo,
por ejemplo, residuos MEE SQS KEE SNT EG-cys (SEQ ID NO: 4)
de NALP1 de rata o SEQ ID NO: 3 de NALP1l humana, es un
ejemplo de una método de preparacidn de anticuerpos anti-
NLRP1.

[00148] Los anticuerpos monoclonales que se unen
especificamente a ASC o NLRP1 pueden obtenerse mediante
métodos conocidos por los expertos en la técnica. Véase,
por ejemplo, Kohler and Milstein, Nature 256:495-497, 1975;
U.3. Pat. No. 4,376,110; Ausubel et al., eds., Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc.
and Wiley Interscience, N.Y., (1987, 1992); Harlow and Lane
ANTIBODIES: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1988; Colligan et
al., eds., Current Protocols in Immunology, Greene
Publishing Assoc. and Wiley Interscience, N.Y., (1992,
1993), cuyos contenidos se incorporan en su totalidad aqui
como referencia. Dichos anticuerpos pueden ser de cualquier
clase de inmunoglobulina, incluidas IgG, IgM, IgE, IgA,
GILD y cualquier subclase de las mismas. Un hibridoma que
produce un anticuerpo monoclonal de la presente invencidn

puede cultivarse in vitro, in situ o in vivo. En una forma

184



de realizacidén, un hibridoma gue produce un anticuerpo
monoclonal anti-ASC de la presente divulgacidén es el
hibridoma ICCN1l.0OH. En otra forma de realizacidn, un
hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal anti-ASC de
la presente divulgacidén produce anticuerpos monoclonales
que comprenden una regidn variable de cadena pesada (VH) y
una regidén variable de cadena ligera (VL), en la que la
secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende HCDR1 de
la SEC. ID NO: 6, HCDR2 de SEQ ID NO: 7 y HCDR3 de SEQ ID
NO: 8, o una variante de los mismos que tiene al menos una
sustitucién de aminodcido en HCDR1, HCDR2 y/o HCDR3. En
otra forma de realizacidén, un hibridoma que produce un
anticuerpo monoclonal anti-ASC de la presente divulgacidn
produce anticuerpos monoclonales que comprenden una regidn
variable de cadena pesada (VH) y una regidén variable de
cadena ligera (VL), donde la secuencia de aminodcidos de la
regiédn VL comprende LCDR1 de SEQ. ID NO: 12, LCDR2 de SEQ
ID NO: 13 y LCDR3 de SEQ ID NO: 14, o una variante de 1los
mismos que tiene al menos una sustitucidédn de aminocdcido en
LCDR1, LCDR2 y/o LCDR3. En otra forma de realizacidédn mas,
un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal anti-ASC
de la presente divulgacidén produce anticuerpos monoclonales
que comprenden una regidén variable de cadena pesada (VH) vy
una regidén variable de cadena ligera (VL), en donde 1la

secuencia de aminodcidos de la regidédn VH comprende HCDR1 de

185



SEQ ID NO: 6, HCDR2 de SEQ ID NO: 7 y HCDR3 de SEQ ID NO:
8, O una variante de las mismas que tiene al menos una
sustitucién de aminodcidos en HCDR1l, HCDR2 y/o HCDR3 y en
la que la secuencia de aminoacidos de la regidén VL comprende
LCDR1 de SEQ ID NO: 12, LCDR2 de SEQ ID NO: 13 y LCDR3 de
SEQ ID NO: 14, o una variante de los mismos que tiene al
menos una sustitucidén de aminodcido en LCDR1, LCDR2 vy/o

LCDR3.

Administracidén de composiciones

[00149] Las <composiciones de la invencién se pueden
administrar a mamiferos (por ejemplo, roedores, seres
humanos) en cualquier formulacidén adecuada. Por ejemplo,
los anticuerpos anti-ASC se pueden formular en portadores
o diluyentes farmacéuticamente aceptables tales como
solucidn salina fisioldgica o) una solucidn salina
tamponada. Los portadores y diluyentes adecuados pueden
seleccionarse baséandose en el modo y la via de
administracién y 1la préactica farmacéutica estandar. Se
puede encontrar una descripcidédn de portadores y diluyentes
farmacéuticamente aceptables ejemplares, asi como
formulaciones farmacéuticas, en Remington's Pharmaceutical
Sciences, un texto estédndar en este campo, y en USP/NF.
Pueden afiadirse otras sustancias a las composiciones para

estabilizar y/o conservar las composiciones.
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[00150] Las composiciones de la invencidén se pueden
administrar a mamiferos mediante cualqgquier técnica

convencional. Normalmente, dicha administracidén sera por

inhalacién o por via parenteral (por ejemplo, por via
intravenosa, subcuténea, intratumoral, intramuscular,
intraperitoneal o 1intratecal). Las composiciones también

pueden administrarse directamente a un sitio objetivo
mediante, por ejemplo, administracidén guirtrgica a un sitio
objetivo interno o externo, o mediante catéter a un sitio
accesible por un vaso sanguineo. Las composiciones se pueden
administrar en un solo bolo, multiples inyecciones o
mediante infusidén continua (por ejemplo, por via
intravenosa, mediante dialisis peritoneal, 1infusidén con
bomba) . Para la administracidn parenteral, las

composiciones se pueden formular en forma esterilizada sin

pirdgenos.

Dosis efectivas

[00151] Las composiciones descritas anteriormente se pueden
administrar a un mamifero (por ejemplo, una rata, un ser
humano) en una cantidad eficaz, es decir, una cantidad capaz
de producir un resultado deseable en un mamifero tratado
(por ejemplo, reducir la inflamacidén en el SNC de un
mamifero sometido a wuna lesidén traumdtica del SNC o

accidente cerebrovascular o gue tiene una enfermedad
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autoinmune, autoinflamatoria, metabdlica,
neurodegenerativa o del SNC) Tal cantidad terapéuticamente
eficaz se puede determinar como se describe a continuacidn.
La cantidad terapéuticamente eficaz de una composicidén gue
comprende un agente como se proporciona en este documento
(por ejemplo, Un anticuerpo monoclonal o un fragmento de
anticuerpo derivado del mismo como se proporciona en este
documento como, por ejemplo, IC 100) generalmente puede ser
de aproximadamente 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,
2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 175 o 200 mg/kg de
peso corporal del paciente. La cantidad terapéuticamente
eficaz de una composicidn gue comprende un agente como se
proporciona en este documento (por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal o un fragmento de anticuerpo derivado del mismo
como se proporciona en este documento, como, por ejemplo,
IC 100) generalmente puede ser de aproximadamente 0,001 a
aproximadamente 200 mg/kg de peso corporal del paciente. La
cantidad terapéuticamente eficaz de una composicidén que
comprende un agente como se proporciona en este documento
(por ejemplo, un anticuerpo monoclonal o fragmento de
anticuerpo derivado del mismo como se proporciona en este
documento, como, por ejemplo, IC 100) generalmente puede
ser de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 0,01

mg/kg, aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 0,1
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mg/kg, aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 1 mg/kg,
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg,
aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg,
aproximadamente 25 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg,
aproximadamente 50 mg/kg a aproximadamente 75 mg/kg,
aproximadamente 75 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg,
aproximadamente 100 mg/kg a aproximadamente 125 mg/kg,
aproximadamente 125 mg/kg a aproximadamente 150 mg/kg,
aproximadamente 150 mg/kg a aproximadamente 175 mg/kg o
aproximadamente 175 mg/kg a aproximadamente 200 mg/kg del
peso corporal del sujeto. La composicidédn gque comprende un
agente como se proporciona en el presente documento (por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal o un fragmento de
anticuerpo derivado del mismo como se proporciona en el
presente documento tal como, por ejemplo, IC 100) se puede
administrar en dosis Unicas o multiples.

[00152] La toxicidad vy la eficacia terapéutica de las
composiciones utilizadas en los métodos de la invencidn se
pueden determinar mediante procedimientos farmacéuticos
esténdar, utilizando células en cultivo o animales
experimentales para determinar la DL50 (la dosis letal para
el 50% de la poblacién). La relacidén de dosis entre 1los
efectos toéxicos y terapéuticos es el indice terapéutico vy
puede expresarse como la relacidédn LD50/ED50. En algunos

casos, las composiciones aquli proporcionadas exhiben
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grandes indices terapéuticos. Si bien se pueden usar
aquellos que exhiben efectos secundarios tdéxicos, se debe
tener cuidado de disefiar un sistema de administracidén que
minimice el dafio potencial de tales efectos secundarios. En
algunos casos, la dosis de las composiciones aqui
proporcionadas se encuentra dentro de un 1intervalo dque
incluye una DE50 <con poca o ninguna toxicidad. La
dosificacién puede variar dentro de este rango dependiendo
de la forma de dosificacién empleada vy la via de
administracidén utilizada.

[00153] Como es Dbien sabido en las técnicas médica vy
veterinaria, la dosificacidén para cualquier sujeto depende
de muchos factores, 1incluido el tamafio del sujeto, la
superficie corporal, la edad, la composicidén particular a
administrar, el tiempo y la via de administracidén, la salud
general y otros medicamentos gue se administran al mismo

tiempo.

EJEMPLOS

[00154] La presente invencién se ilustra adicionalmente
mediante los siguientes ejemplos especificos. Los ejemplos
se proporcionan sbélo con fines ilustrativos y no deben
interpretarse como limitantes del alcance de la invencidn

de ninguna manera.
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Ejemplo 1: Papel de la sefializacién del inflamasoma mediada
por EV en ALI después de una LCT vy efectos de su
neutralizacidn

[00155] La disfuncidén pulmonar se presenta a menudo como una
complicacidén de una lesidn cerebral traumdtica grave (1).
Aproximadamente el 20-25 por ciento de los sujetos con TCE
desarrollan lesidén pulmonar aguda (ALI) (2), pero 1los
mecanismos gue median la patologia de la ALI inducida por
TBI siguen estando poco definidos. La literatura anterior
ha apoyado la idea de que la disfuncidén pulmonar después de
un TCE se debe a la respuesta simpatica al aumento de 1la
presidn intracraneal que conduce a la disfuncibn
cardiopulmonar (42). Sin embargo, estudios mas recientes
han demostrado gue una respuesta inflamatoria sistémica
también juega un papel clave en la lesidén pulmonar inducida
por TBI (43). Especificamente, la via del receptor del
ligando HMGB1-RAGE sirve como mecanismo de transduccidn
central para la disfuncidén pulmonar después de un TCE (8).
Ademéds, HMGB1l induce la activacidén del inflamasoma AIM?2
(37) . Ademéds, la literatura previa revela que los patdgenos
secretan EV gque transportan DAMP, como HMGB1l, y desencadenan
inflamacién (Buzas et al., 2014). Varios estudios han
demostrado que la barrera hematoencefalica (BHE) es
permeable después de una lesidn cerebral traumdtica tan

pronto como 3-6 horas después de la lesidn, lo que dana la
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barrera protectora entre el cerebro y el compartimento
intravascular y conduce a la fuga de proteinas y liquido
(44) . La interrupcidn de la BHE después de una lesidn da
como resultado la secrecién de mediadores inflamatorios,
como los DAMP, gque pueden aumentar la inflamacidén del
cerebro y dafiar los érganos distales (5). Varios mediadores
inflamatorios pueden actuar como marcadores claros de
lesidén cerebral, sin embargo, su validez no estéd ampliamente
aceptada (45). Ademéds, actualmente no existe un tratamiento
0 biomarcador clinicamente aprobado para la ALI inducida
por TBI. Recientemente, los EV se han convertido en un &area
de interés en la investigacidén de biomarcadores para varios
tipos diferentes de enfermedades, incluida la lesidn
pulmonar (46) y el TBI (47). Se ha demostrado previamente
que en el EV aislado del 1liquido cefalorraquideo de un
paciente con TCE, hay un aumento de ©proteinas del
inflamasoma en comparacidén con las muestras de control (14).
En este ejemplo, se examindé la contribucidén de 1la
sefilalizacidén del inflamasoma mediada por EV en la etiologia

de la ALI inducida por TBI.

Materiales y métodos
Animales y lesidén cerebral traumédtica
[00156] Todos los procedimientos con animales  fueron

aprobados por el Comité Institucional de Uso y Cuidado de
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Animales de la Facultad de Medicina Miller de la Universidad
de Miami (Garantia de Bienestar Animal A3224-01) vy se
realizaron de acuerdo con la Guia de los NIH para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio. Se siguieron las pautas
ARRIVE al realizar este estudio. Todos los ratones C57/BL6
tenian de 8 a 12 semanas y de 24 a 32 gramos. Los ratones

se asignaron aleatoriamente de forma prospectiva a grupos

experimentales (simulados, 4 h, 24) para TBI, grupos
experimentales (sin tratamiento previo, solucidén salina
simulada, no tratados, enoxaparina, anti-ASC) para

transferencia adoptiva y tratamiento. Para los grupos de
experimentos de TBI, los animales simulados se sometieron
a procedimiento quirtrgico pero no resultaron heridos. Para
los estudios de tratamiento de transferencia adoptiva, el
grupo de solucidbn salina simulada se sometid a
procedimientos quirtrgicos y recibidé solucidn salina como
tratamiento de ©portador. Los animales ingenuos no se
sometieron a procedimientos quirtrgicos. Se utilizdé un
tamafio de muestra de 5 a 6 para cada grupo basado en el
andlisis de potencia (utilizando el anédlisis de potencia G
*, con un tamafio de efecto F = 0,85, o establecido en 0,05)
y datos histdéricos 49, 50. Todos los ratones se alojaron en
el La instalacidén para animales libre de antigeno (VAF) en
el Lois Pope Life Center de la Universidad de Miami en

ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y se suministrdé comida
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y agua ad libitum. La instalacién realiza procedimientos de
cria dos veces por semana y verifica las condiciones de los
animales a diario. Los animales fueron observados en el
posoperatorio, donde se mantuvieron sobre una almohadilla
térmica y la temperatura corporal se controld con una sonda
rectal donde se mantuvo a 37 °C, en nuestra sala de
operaciones y luego se trasladd a los cuartos de 1los
animales.

[00157] Antes de la cirugia, los animales se anestesiaron
con ketamina y xilazina (intraperitoneal, i.p.). A
continuacidén, los animales anestesiados se colocaron sobre
una almohadilla térmica para asegurar una temperatura
corporal de 37°C. La LCT se realizd utilizando un modelo de
Impacto Cortical Controlado (CCI) . Se realizd una
craneotomia de 5 mm en la cortical derecha (-2,5 mm
posterior, 2,0 mm lateral de Bregma). La lesidédn se indujo
utilizando el dispositivo ECCI-6.3 (Custom Design &
Fabrication, Richmond, VA, EE. UU.) Con un incautador de 3
mm a una velocidad de 6 m/s, una profundidad de 0,8 mm y
una duracidén de impacto de 150 ms (15). Siguiendo estos
procedimientos, los animales fueron devueltos a sus jaulas
y se les dio comida y agua. Los animales se sacrificaron a
las 4 horas y 24 horas después de la TBI como se describe.

Los animales simulados se anestesiaron y se sometieron a la
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misma incisidén prequirtirgica gque los animales lesionados,

pero no se sometieron a craneotomia ni contusidn.

Recoleccidén de tejidos

[00158] Todos los animales fueron anestesiados con ketamina
y xilazina, antes de la perfusidén. A continuacidn, 1los
animales se sometieron a perfusidn traqueal. Los pulmones
se infundieron con paraformaldehido (PFA) al 4% usando un
catéter traqueal a 20 cm H20 y luego se fijaron en PFA al
4% durante la noche a 4 °C. Los tejidos pulmonares fijados
se embebieron en parafina y se procesaron secciones de 5 um
(16) . Se recogié tejido del pulmén derecho para el
aislamiento de proteinas y los andlisis moleculares. Luego,
los animales se sometieron a decapitacidédn y se recogid
tejido cortical derecho para el aislamiento de proteinas vy

los anélisis moleculares.

Ensayo de aislamiento de piroptosomas

[00159] Se filtraron lisados de tejido pulmonar de ratones
a través de una membrana de difluoruro de polivinilideno
(PVDF) de baja unidén de 5 pm (Millipore). Después de 1la
filtracidén, el sobrenadante se centrifugd a 2700 xg durante
8 minutos. El sedimento se resuspendidé en 40 pl de tampdn

de dcido 3 [ (3-colamidopropil) dimetilamonio] -
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propanosulfénico (CHAPS) (20 mmol/L de HEPES-KOH, pH 7,5,
5 mmol/L de MgCl2, 0,5 mmol/L de EGTA, 0,1 mmol/L fluoruro
de fenilmetilsulfonilo, céctel inhibidor de proteasa vy
CHAPS al ©0,1%). E1 piroptosoma se sedimentdé mediante
centrifugacién a 2700 xg durante 8 minutos. A continuacidn,
el sedimento se resuspendid y se incubd en 27,8 pl de tampdn
CHAPS con 2,2 pl de sustrato disuccinimidilo (9) durante 30
minutos a temperatura ambiente para reticular los dimeros
ASC. Por uUltimo, se afiadidé una cantidad igual de tampdn 2x
Laemmli y se analizaron las proteinas mediante
inmunotransferencia utilizando anticuerpos disponibles

comercialmente para ASC y Gasdermin D (GSD).

Extraccidén nuclear y citoplasméatica

[00160] Las fracciones nucleares y citoplasmaticas se
extrajeron usando los reactivos de extraccidédn nuclear vy
citoplasméatica NE-PER (Thermo Scientific) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Brevemente, se cortaron
muestras de tejido pulmonar de ratones en trozos de 20-100
mg y se centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos. Las
piezas de tejido se homogeneizaron con el reactivo de
extraccidédn citoplasmatica y se centrifugaron a 16.000 x g
durante 5 minutos. Luego se elimindé el sobrenadante
(extracto celular) y el sedimento se centrifugd con Reactivo

de Extraccidédn Nuclear (Thermo Scientific) a 16.000 x g
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durante 10 minutos. Este sobrenadante correspondidé a 1la
fraccidédn nuclear, la cual fue removida y almacenada a -80

°C.

Inmunotransferencia

[00161] Se congelaron instantdneamente muestras de tejido
pulmonar y cerebral en nitrdégeno liquido y se almacenaron
a -80°C. Se homogeneizaron secciones de 2 mm de pulmdn
inferior derecho y tejido cortical derecho en tampdn de
extraccidén que contenia un cdédctel inhibidor de proteasa y
fosfatasa (Sigma, St Louis, MO, EE. UU.) y se resolvieron
en geles prefabricados de Tris-TGX Criterion al 4-20% (Bio-
Rad, Hercules, CA, EE. UU.) Como se describe en de Rivero
Vaccari et al. 2015 (13) wutilizando anticuerpos contra
caspasa-1 (Novus Biologicals), ASC (Santa Cruz), IL-1
(Sefializacidén celular), IL-18 (Abcam) AIM2 (Santa Cruz) vy
HMGB1 (Millipore). La cuantificacidén de la densidad de la
banda se realizdé usando Image Lab y todos los datos se

normalizaron a P-actina.

Inmunohistogquimica

[00162] Se desparafinaron secciones de tejido en xileno y
luego se rehidrataron usando etanol y solucidén salina tampdn
Tris. Luego se llevaron a cabo procedimientos

inmunohistoquimicos para doble tincidédn como se describid
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anteriormente (16). Las secciones se incubaron durante la
noche a 4 °C con anticuerpos contra Caspase-1 y ASC
(Millipore), AIM2 (Santa Cruz), HMGB1 (Millipore) y SPC
(Millipore) . Se examinaron seccilones de pulmdbén
inmunotefiidas de ratones simulados de 4 horas y 24 horas
con un microscopio confocal de barrido léser Zeiss (Zeiss,
Inc., Thornwood, NY, EE. UU.). Las secciones de pulmbn
fueron analizadas por individuos gue estaban cegados a los

grupos.

Aislamiento de EV

[00163] Los EV se aislaron del suero de ratones lesionados
por TBI 'y ratones lesionados wusando la solucidén de
aislamiento total de exosomas de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Invitrogen). Brevemente, se
centrifugaron 100 pl de cada muestra a 2000 x g durante 30
minutos. A continuacidén, se incubdé el sobrenadante con 20
nl de reactivo de aislamiento total de exosomas (TEI)
durante 30 minutos a 4 °C seguido de centrifugacidén a 10.000
X g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
descartaron los sobrenadantes y se resuspendidé el sedimento
en 100 pl de PBS. Los EV se caracterizaron por la expresidn
de CD81 y por anadlisis de seguimiento de Nanosight (FIG.

6) .
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Transferencia adoptiva de VE

[00164] Se inyectaron EV derivado de suero de C57BL-6 TBI vy
ratones simulados en ratones C57BL-6 sin experiencia a
través de 1la vena yugular a una dosis de 1,0 x 1010
particulas por gramo/peso corporal 48. El1 recuento de
particulas se mididé mediante analisis de seguimiento de
Nanosight y las muestras se diluyeron en consecuencia. Antes
de la cirugia, los animales fueron anestesiados con ketamina
y xileno. Se hizo una incisidén de 1-2 cm entre la mandibula
y la clavicula. Se elevd y atd la vena yugular, seguido de
la colocacidén de un catéter. Se transfirieron EV derivados
de suero y se recogieron tejidos de pulmdén y cerebro 24

horas después de la inyeccidn para analisis (n = 5).

Tratamiento con enoxaparina y anti-ASC
[00165] Se inyectaron EV derivado de suero de ratones TBI en

ratones C57-BL6 sin tratamiento previo a través de una

inyeccién en la vena vyugular. Una hora méds tarde, se
administraron enoxaparina (3 mg/kg) (n = 4) y Anti-ASC (IC
100; 5 mg/kqg) (n = 4) a los animales receptores. Se
utilizaron los siguientes grupos: 1) el grupo sin

tratamiento previo no recibidé ningin tratamiento, 2) el
grupo de solucidén salina simulada se utilizdé como control
negativo y se sometid a una inyeccidédn en la vena yugular de

solo solucidén salina, 3) el grupo sin tratamiento recibid
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EV de ratones con TBI sin ningin tratamiento y se utilizd
como control positivo, 4) el grupo ENOX recibidé EV de
ratones TBI y enoxaparina, y 5) el grupo Anti-ASC recibid
EV de ratones TBI y Anti-ASC. El orden de tratamiento fue
aleatorio. Se recogieron tejidos de pulmén y cerebro 24
horas después de la inyeccidn para su analisis. Cabe sefialar
que el anticuerpo anti-ASC usado en los experimentos de
tratamiento fue un anticuerpo monoclonal humanizado contra

ASC y reconoce ASC murino, humano y porcino.

Puntuacidén de histologia y lesidén pulmonar

[00166] Se tifieron secciones de tejido pulmonar mediante un
método estandar de hematoxilina y eosina para histologia,
morfometria y puntuacidén de ALI. Un patdlogo ciego puntud
las secciones de pulmdédn utilizando el Sistema de puntuacidn
de lesiones pulmonares del Informe del taller de la American
Thoracic Society (17) . Se eligieron veinte campos
aleatorios de alta potencia para la puntuaciédn. Los
criterios para la puntuacidén de ALI se basaron en el numero
de neutréfilos en el espacio alveolar, el espacio
intersticial, las membranas hialinas, los detritos
proteicos gque llenan los espacios aéreos y el engrosamiento
del tabique alveolar. Con base en estos criterios, se otorgd

una puntuacidén entre 0 (sin lesidn) y 1 (lesidbn grave).
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Andlisis estadistico

[00167] Los datos se analizaron usando una prueba T de
estudiante para dos grupos y un ANOVA de un factor seguido
de pruebas de comparacidén multiple de Tukey (GraphPad Prism
versién 7.0) para dos o mas grupos. Se utilizdé la prueba de
D’Agostino-Pearson para comprobar la normalidad. Los datos
se expresan como media+/- SEM. Los valores de p de

significacién utilizados fueron *p <0,05.

Resultados

El TBI severo aumenta las proteinas del Inflammasoma AIM2
y la expresidén de HMGB1l en el cerebro de ratones

[00168] Los niveles excesivos de las citoquinas
proinflamatorias IL-1B3 e IL-18 'y las proteinas del
inflamasoma estan asociados con un dafio secundario después
de una lesidén cerebral por percusidédn de fluidos (18). Para
determinar si la CCI severa inducia el procesamiento de
citoquinas proinflamatorias vy las alteraciones en 1los
niveles de proteinas del inflamasoma, se analizaron los
lisados corticales, sin embargo, existe una investigacidn
limitada sobre la activacién del inflamasoma en el TCE
grave. En este ejemplo, después de una CCI severa, se
examinaron los lisados corticales para determinar 1los

niveles de caspasa-1 (Fig 1A, B) (p < 0,001), ASC (Fig 1A,
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c) (p =0,003), IL-18 (FIG. 1 A, D) (p = 0,0042), AIM2 (FIG.
1A, F) (p = 0,0197) e IL-1B (FIG. 1 A, G) (p = 0,0141) a
las 4 y 24 horas después lesidn. Los niveles de caspasa-1,
ASC, AIM2 e IL-IB alcanzaron su punto maximo 4 horas después
de la CCI y disminuyeron a las 24 horas. El curso temporal
para la maduracidn de las citogquinas inflamatorias difiribd
ligeramente, pero alcanzd su punto maximo 24 horas después
de la LCT. Dado qgque otros han demostrado un papel del
inflamasoma DAMP HMGBl1 en la activacidén del inflamasoma
AIM2, los niveles de estas proteinas también se determinaron
en lisados corticales. Como se muestra en las Figs. 1A, 1E,
CCI indujo un aumento significativo en los niveles de HMGBI1
(Fig. 1A, 1E) (p = 0,0121) a las 4 y 24 horas después de 1la
lesidén. Estos datos indican que después de una CCI grave en
ratones, los niveles de las proteinas del inflamasoma AIM2
se elevaron significativamente en la corteza después de la

lesidn.

TBI grave aumenta la proteina del inflamasoma AIM2 y la
expresién de HMGBl en los pulmones de ratones

[00169] Para determinar si CCI inducia la activacién del
inflamasoma en los pulmones, se realizdé un andlisis de
inmunotransferencia de lisados pulmonares para caspasa-1
(Fig. 1 H, I) (p = 0,0026), ASC (Fig 1 H, J) (p = 0,0427),

IL-18 (FIG. 1H, K) (p = 0,0025), IL-1f (FIG. 1 H, N) (p =
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0,0012) y AIM2 (FIG. 1 H, M) (p < 0,001) y NLRP3 (p =
0,0047) (FIG. complementaria 1). Los niveles aumentados de
caspasa-1, ASC, IL-18 y AIM2 aumentaron significativamente
a las 4 horas y 24 horas después de la lesidn en comparacidn
con el control simulado. Sin embargo, el transcurso del
tiempo del aumento en la expresidén de proteinas difirid
ligeramente del observado en el cerebro en donde alcanzaron
su punto maximo 24 horas después de la CCI. Dado que el eje
HMGB1-RAGE juega un papel en el mecanismo por el cual el
TBI induce 1la disfuncidén pulmonar (8), los 1lisados

pulmonares se analizaron para determinar los niveles de
expresidén de la proteina HMGBl. La FIG. 1H, 1L (p = 0,0158)
muestra que la expresidn de HMGB1l aumentd a las 4 y 24 horas
después del TCE, lo que indica que el inflamasoma AIM2 y el
HMGB1 juegan un papel en la respuesta inflamatoria en los

pulmones después del TBI.

TBI induce piroptosis en los pulmones de ratones

[00170] Como se mostrd previamente, la activacidén del
inflamasoma AIMZ2 en las neuronas corticales conduce a la
muerte de las células piroptdticas (19). Para investigar si
el TBI da como resultado piroptosis en el tejido pulmonar
de ratones, se aisld el piroptosoma en el tejido pulmonar
después del TBI. Los animales con TBI, sacrificados 4 horas

después de la lesiédn, mostraron evidencia de
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oligomerizacién de ASC en comparacidédn con los animales

simulados (FIG. 4A). Se observaron dimeros y trimeros de
ASC en animales con TBI (50, 75 kDA respectivamente). Estos
resultados fueron indicativos de la formacidn de

piroptosomas, gue pueden caracterizarse por el ensamblaje
supramolecular de oligbmeros ASC. Ademas, la gasdermina D
(GSDMD), gque se escinde con la activacién de la caspasa-1
y desencadena la piroptosis y la liberacidén de IL-1p (20),
se incrementd significativamente en los pulmones de 1los
animales con TBI en comparacidén con la simulacidédn (FIG. 4B
y 4CQC) (p = 0,0001). Estos hallazgos indicaron gque 1la
piroptosis contribuye a la muerte celular en el tejido

pulmonar después de una LCT.

El TBI aumenta la inmunorreactividad de las proteinas del
inflamasoma en las células epiteliales alveolares tipo II

[00171] E1 TBI puede conducir a una fuga capilar, lo que da
como resultado una mayor permeabilidad wvascular y dafio a
las células epiteliales alveolares especializadas, llamadas
neumocitos de tipo II (5). Para examinar los efectos
celulares de la LCT sobre la expresién del inflamasoma en
los pulmones después de una lesidén, se realizd un andlisis
inmunohistoguimico en secciones de pulmdn de animales
lesionados simulados, de 4 horas y de 24 horas. Se sabe que

las células epiteliales alveolares de tipo II son el
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principal tipo de células pulmonares lesionadas en la ALI

(17) . Las secciones de pulmbdn se tifieron con anticuerpos
contra AIMZ, caspasa-1 'y ASC (verde) y se tifieron
conjuntamente con proteina C Pro-surfactante (Pro-SPC,

rojo), un marcador de células epiteliales de tipo II, vy
tincidén nuclear DAPI (azul). Como se muestra en la FIG. 2A-
2C, caspasa-1 activa (FIG. 2A), ASC (FIG. 2B), asi como
AIM2 (FIG. 2C) estédn presentes en células positivas a SPC
(flecha) . La inmunorreactividad de estas proteinas del
inflamasoma aumentdé después de la LCT. Estos hallazgos
indican que las proteinas del inflamasoma se expresan en
células epiteliales alveolares de tipo II y que el TBI da
como resultado un aumento de la inmunorreactividad en estas

células.

TBI aumenta la expresidén de HMGB1l nuclear y citopléasmica

[00172] Para determinar la distribucidén celular de HMGB1 en
células pulmonares después de TBI, se aislaron fracciones
nucleares y citoplasmdticas de homogeneizados pulmonares
(FIG. 3A, 3C) (p = 0,0337). La inmunotransferencia indicéd
que ambas fracciones tenian aumentos significativos en la
expresién de HMGBl a las 4 horas después de la LCT (FIG.
3B, 3D) (p = 0,0345). También se realizdé un analisis
inmunohistoquimico de HMGBl para determinar los cambios en

la inmunorreactividad en secciones de pulmdén después de una
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LCT. Las secciones se tifieron conjuntamente para HMGR1
(verde) y SPC (rojo) vy tincidn nuclear DAPI (azul). La
inmunorreactividad de HMGB1l aumentdé a las 4 horas y a las
24 horas en comparacién con la simulacidédn. Se observd una
inmunorreactividad débil de HMGB1l en células positivas para
SPC (flecha) (FIG. 3E); por lo tanto, lo que sugiere que
los cambios de HMGB1l en el tejido pulmonar lesionado pueden

ser citoplasméticos.

TBI induce cambios en la morfologia pulmonar e induce ALI

[00173] La ALI se puede caracterizar por  procesos
inflamatorios, que conducen a edema alveolar e
intersticial, asi como a la infiltracién de células
inflamatorias en el espacio alveolar (23). El1 anéalisis
histopatoldégico del tejido pulmonar (FIG. 5A) indica gque el
TBI grave provoca cambios sustanciales en la arquitectura
y morfologia del pulmdén 4 y 24 horas después de la lesidn.
Los animales simulados mostraron una morfologia alveolar
normal, mientras que los animales lesionados mostraron
cambios agudos en el edema alveolar, pero disminuyeron
ligeramente 24 horas después de la lesidén (flechas largas).
Ademéds, hubo evidencia de infiltracidén de neutrdfilos
(puntas de flecha) vy cambios en 1la morfologia de 1las
membranas capilares alveolares (*) en ambos puntos de

tiempo. Los animales heridos mostraron signos de edema
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intersticial, que fue méds pronunciado a las 4 horas después
de la lesidn, pero todavia era evidente a las 24 horas
después de 1la lesidén (flechas cortas). Por ultimo, 1los
animales lesionados también mostraron evidencia de
engrosamiento del &rea intersticial y del tabique alveolar
(libra, #).

[00174] Para confirmar que la lesién grave induce ALI, se
analizaron secciones histoldégicas utilizando el sistema de
puntuacidén ALI definido por la American Thoracic Society
(17) . Este sistema se basa en la evidencia de infiltraciédn
de neutrdéfilos en los espacios alveolar e intersticial,
formacién de membranas hialinas, detritos proteicos que
llenan 1los espacios aéreos y engrosamiento del tabique
alveolar. (17) . Estas caracteristicas se elevaron
significativamente en los animales lesionados 'y las
puntuaciones de ALI fueron en general més altas en 1los
animales con TBI en comparacidn con los simulados (FIG. 5B)

(p = 0,0017).

El tratamiento con enoxaparina y anticuerpos anti-ASC
reduce significativamente la expresidén del inflamasoma y la
ALTI después de la transferencia adoptiva de EV de ratones
con TBI

[00175] Con el fin de proporcionar evidencia de que el EV y

su carga que pueden ser liberados a la circulacidén después
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de TBI pueden inducir la activacidén del inflamasoma en el
pulmdén, se realizd un experimento clasico de transferencia
adoptiva usando EV derivado de suero de ratones CCI severos.
Las preparaciones de EV se validaron usando Western Blot
para el marcador EV CD81 (FIG. 6). Los controles recibieron
EV aislado de animales falsos o sin tratamiento previo.
Como se muestra en la FIG. 7A-7F, caspasa-1 activa (FIG.
7A, 7B), ASC (FIG. 7A, 7C), IL-18 (FIG. 7A, 7D), AIM2 (FIG.
7A, T7E) y HMGB1 (FIG. 7A, 7F) se elevaron significativamente
en los pulmones de los animales que recibieron el EV de
animales lesionados por TBI en comparacidén con los pulmones
de animales que recibieron EV de ratones no lesionados o
ingenuos o ratones ingenuos. Ademas, la infiltracidén de
células inflamatorias (flechas) fue evidente en los
pulmones tratados con EV de ratones TBI (FIG. 7G). Por
tltimo, la puntuacidédn ALI también fue significativamente
mayor en los animales que recibieron EV de ratones
lesionados (FIG. 7G) . Estos estudios proporcionaron
evidencia de un eje neural-respiratorio-inflamasoma en
donde el EV 1liberado a la circulacidén después de la LCT
activa el inflamasoma en las células diana del pulmbdn gue
contribuyen a la patogénesis de la ALI.

[00176] A continuacidén, se intentd el bloqueo de la captacidn
de exosomas mediante el tratamiento con enoxaparina o un

anticuerpo monoclonal contra ASC (IC 100) después de 1la
208



transferencia adoptiva de EV de ratones lesionados a ratones
sin tratamiento previo. Los animales de control negativo
recibieron solucidédn salina vy los animales de control
positivo no recibieron tratamiento. Como se muestra en la
FIG. 8A-8F, Caspasa-1 (FIG. 8A, 8B), ASC (FIG. 8A, 8C), IL-
1 (FIG. 8A, 8D), AIM2 (FIG. 8A, 8E) y HMGB1 (FIG. 8A, 8F)
se redujeron significativamente (p = < 0,0001) en
comparacidédn con el grupo no tratado (control positivo)
después del tratamiento con enoxaparina o un anticuerpo
anti-ASC monoclonal humanizado (por ejemplo, anticuerpo IC
100) . Ademéds, las secciones de pulmbdén tefiidas con HEE
mostraron una infiltraciébn de neutroéfilos
significativamente menor en el espacio alveolar e
intersticial, asi como sin signos de engrosamiento septal
(FIG. 9A-D). Las puntuaciones de ALI para los animales
tratados con enoxaparina y anticuerpo anti-ASC (IC 100)
fueron significativamente mas bajas en comparacidédn con el
grupo no tratado (FIG. 9E) (p = < 0,0001). Por lo tanto, el
EV liberado a la circulacién después de un TBI juega un
papel en la activacidén del inflamasoma en las células

pulmonares gque conducen a la ALT.

Conclusiones
[00177] E1 TBI puede estar asociado con tasas méas altas de

ciertas complicaciones médicas, especialmente disfuncidn
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del sistema nervioso central y pulmonar. En este ejemplo,
se demostrd que el TBI grave aumenta la expresidén de HMGBI
y del inflamasoma (por ejemplo, AIM2, caspasa-1 y expresidn
de ASC) en tejido cortical y pulmonar e induce cambios en
la morfologia pulmonar compatibles con ALI (por ejemplo,
espacio intersticial, engrosamiento del tabique alveolar y
edema y hemorragia alveolar) e introduce la idea de un eje
inflamatorio neural respiratorio. Es importante destacar
que el TBI dio como resultado piroptosis en el tejido
pulmonar (por ejemplo, presencia de escisidén de GSDMD) vy
aumento de la expresidédn de proteinas del inflamasoma en las
células epiteliales alveolares de tipo II. Ademéds, 1la
transferencia adoptiva de EV de ratones TBI activd el
inflamasoma e indujo ALI, lo gque 1indica que la lesidn
cerebral induce la liberacidén de EV gque contiene una carga
de proteinas del inflamasoma gque luego se transportan al
inflamasoma, lo que da lugar a ALI. Ademéds, se demostrd que
al inhibir la captacién de EV (enoxaparina) y la activacidn
del inflamasoma (tratamiento con anticuerpo anti-ASC (IC
100)), hay una reduccidén en la expresidn de la proteina del
inflamasoma y en el desarrollo de ALTI.

[00178] En resumen, este Ejemplo mostrd que la sefializacidn
del inflamasoma AIM2 Jjuega un ©papel central en el
patomecanismo de la lesidén pulmonar después de TBI vy

demuestra un mecanismo de ALI inducido por TBI que implica
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la sefializacidén del inflamasoma mediada por EV. Estos datos
proporcionaron evidencia de que la seflalizacidn del
inflamasoma mediada por EV puede desempefiar un papel central
en un eje neuronal-respiratorio-inflamatorio. Por lo tanto,
apuntar a este eje con anticuerpos contra proteinas del
inflamasoma o fadrmacos gque bloguean la captacidén de EV puede
proporcionar un enfoque terapéutico en la ALI inducida por
neurotrauma en todas las &reas de la medicina de cuidados
intensivos. A la luz de estos resultados, las estrategias
terapéuticas descritas pueden ser utiles para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias del pulmén en

general.
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Ejemplo 2: Papel de la sefializacién del inflamasoma mediada
por EV en ALI después de una LCT en pacientes humanos
[00230] Como seguimiento de los experimentos en ratones del
Ejemplo 1, se examind el papel del EV aislado de pacientes
con TBI humano en la sefializacidén del inflamasoma en células
endoteliales pulmonares humanas.

[00231] En un primer experimento, los EV derivados de suero
se aislaron de pacientes con TBI y de control usando el kit
de aislamiento total de exosomas (Thermofisher) . Se
cultivaron células endoteliales microvasculares humanas
pulmonares (HMVEC-Lonza) y se colocaron en placas en una
placa de 12 pocillos. Una vez que se alcanzd la confluencia,
se administraron EV aislado de TBI vy los pacientes de
control (1,94 x 108 particulas/ml) a las células durante un
periodo de incubacién de 4 horas. Después de la incubacidn,
las células se recogieron con 200 ul de tampdén de lisis vy
se usaron lisados celulares para el anadlisis de
transferencia Western.

[00232] En un segundo experimento, los EV derivados de suero
se aislaron de pacientes con TBI y de control usando el kit
de aislamiento total de exosomas (Thermofisher) . Se

cultivaron células endoteliales microvasculares humanas
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pulmonares (HMVEC-Lonza) y se colocaron en placas en una
placa de 96 pocillos. Después de que se alcanzdé la
confluencia, se administraron EV aislado de TBI vy 1los
pacientes de control (1,94 x 108 particulas/ml) a las
células durante un periodo de incubacidén de 3 horas y luego
1 hora adicional con caspasa-1 FAM FLICA (Tecnologias de
inmunohistoquimica) con un 1: 30 relacidén volumen a volumen.
Después de la incubacidén, se elimindé el medio y las células
se lavaron 3 veces con tampén de lavado de apoptosis
(Immunohistochemistry Technologies). A continuacidn, las
células se tifieron conjuntamente con Hoechst para la tincién
nuclear y yoduro de propidio para la muerte celular. Se
tomaron imédgenes usando un microscopio EVOS y luego las
células se leyeron bajo un lector de placas fluorescentes
a una longitud de onda de excitacidédn de 492 nm y una longitud
de onda de emisidén de 520 nm. En un segundo experimento, se
aislaron EV derivados de suero de pacientes con TBI y de
control utilizando el kit de aislamiento total de exosomas
(Thermofisher) . Se cultivaron células endoteliales
microvasculares humanas pulmonares (HMVEC-Lonza) y se
colocaron en placas en una placa de 96 pocillos. Después de
que se alcanzdé la confluencia, se administraron EV aislado
de TBI y los pacientes de control (1,94 x 108 particulas/ml)
a las células durante un periodo de incubacidén de 3 horas

y luego 1 hora adicional con caspasa-1 FAM FLICA
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(Tecnologias de inmunohistoguimica) con un 1: 30 relaciédn
volumen a volumen. Después de la incubacidén, se elimind el
medio y las células se lavaron 3 veces con tampdn de lavado
de apoptosis (Immunohistochemistry Technologies) . A
continuacidén, las células se tifieron conjuntamente con
Hoechst para la tincidén nuclear y yoduro de propidio para
la muerte celular. Se tomaron imdgenes usando un microscopio
EVOS y luego se leyeron las células bajo un lector de placas
fluorescentes a una longitud de onda de excitacidén de 492

nm y una longitud de onda de emisidén de 520 nm.

Resultados

[00233] Como se muestra en la FIG. 10A-10F, el suministro de
EV derivado de suero de pacientes con TBI aumentd la
expresién de la proteina del inflamasoma en las células
endoteliales pulmonares. La FIG. 10A-10E mostrdé gque la
caspasa-1, ASC, AIMZ y HMGB1l se elevaron en PMVEC incubados
con TBI-EV durante 4 horas en comparacién con PMVEC
incubados con control-EV durante 4 horas. Los resultados
del inmunoensayo mostraron un aumento significativo en la
expresién de IL-lbeta usando el ensayo de plex simple de
Ella (FIG. 10F).

[00234] Como se muestra en la FIG. 11A-11C, la administracién
de TBI-EV a las células endoteliales pulmonares aumentd la

inmunorreactividad de la caspasa-1 y la muerte celular.
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Conclusidn

[00235] Estos estudios proporcionaron pruebas adicionales de
un eje neural-respiratorio-inflamasoma en donde 1los EV
liberados a la circulacidén después de la LCT activan el
inflamasoma en las células diana del pulmdédn que contribuyen

a la patogénesis de la ALI.

Ejemplo 3: Efecto del uso de anticuerpo anti-ASC humanizado
en un modelo animal de esclerosis multiple

[00236] Para determinar la wutilidad de un anticuerpo
monoclonal anti-ASC humanizado en el tratamiento de la EM,
dicho anticuerpo se administrd a ratones de
encefalomielitis alérgica experimental (EAE). EAE es un
modelo animal (es decir, roedor) de EM como se describe en
Hoftberger R, Leisser M, Bauer J, Lassmann H (Dec 2015).
“"Autoimmune encephalitis 1in humans: how closely does it

reflect multiple sclerosis?”. Acta Neuropathol Commun. 3

(1): 80 and Lassman Hans (Feb 2010). “Acute disseminated
encephalomyelitis and multiple sclerosis”. Brain. 133: 317-
319 and L. Goémez Vicente et al. Relapse in a

paucisymptomatic form of multiple sclerosis 1in a patient
treated with nivolumab, Neuro Oncol (2016) 18 (suppl 4):

iv25.
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METODOS

Induccidédn de EAE y tratamiento con IC 100

[00237] Se indujo EAE activa en ratones hembra C57BL/6 de 2
meses de edad con péptido de glicoproteina 35-55 de
oligodendrocitos de mielina (MOG35-55, BioSynthesis) como
se describid previamente (Brambilla et al., 2014) .
Brevemente, los ratones recibieron una inyeccidn
intraperitoneal (ip) de toxina pertussis (disuelta en PBS
(350 ng/ratén; dia 0), seguida de la administracidn
subcutdnea de MOG35-55 (300 ng/ratdén; dia 1) emulsionado en
Adyuvante Completo de Freund y una segunda inyeccidén ip de
toxina pertussis (350 ng/ratén; dia 2). A los ratones se
les administrdé portador (solucidén salina al 0,9%) o IC 100
en tres dosis diferentes (10, 30 y 45 mg/kg) mediante
inyeccidén ip cada 4 dias, comenzando el dia 8 después de la
induccidén de EAE. Los sintomas clinicos de EAE se evaluaron
diariamente en una escala de 0 a 6 de la siguiente manera:
0, sin signos clinicos; 1, pérdida del tono de la cola; 2,
cola flacida; 3, completa pardlisis de las extremidades
posteriores; 4, pardlisis completa de las extremidades

anteriores; 5, moribundo; 6, muerto.

Aislamiento celular para citometria de flujo
[00238] Después de la perfusidén transcardial con PBS, se

recogieron médulas espinales y se colocaron en soluciédn
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salina equilibrada de Hanks fria sin Mg2+ y Ca2+ (HBSS w/o).
Las muestras se disociaron manualmente en suspensiones de
células individuales a través de un colador de 70 um y se
lavaron en HBSS w/o. Las muestras de bazo se centrifugaron
a 1200 rpm durante 10 min a 4 °C, se eliminaron 1los
sobrenadantes y se lisaron los gldébulos rojos (RBC) en 2 ml
de tampbén de lisis de RBC (eBioscience) segun las
instrucciones del fabricante. A continuacién, se
resuspendieron las células del bazo en PBS. Las células
aisladas de la médula espinal se resuspendieron en tampdn
de citometria de flujo (FCB, eBioscience) y se incubaron
con Myelin Removal Beads II (Miltenyi). La mielina se agotd
usando las columnas magnéticas LS como se describe en el
protocolo del fabricante (Miltenyi). De manera similar a
los esplenocitos, las células de 1la médula espinal se
resuspendieron en PBS y se tifieron como se describe a

continuaciédn.

Inmunomarcado y andlisis de citometria de flujo

[00239] Para los experimentos en los que se evaludé Caspase-
1, se utilizdé el kit FAM FLICATM Caspase 1 (BioRad) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células
se 1incubaron durante 30 min a 4 °C en solucibén FLICA
(BioRad), se 1lavaron con tampdn de lavado de apoptosis

(BioRad) y se resuspendieron en 1 ml de PBS. A continuaciédn,
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las muestras se incubaron durante 30 min a 4 °C con un
colorante vivo/muerto fijable (Tonbo Biosciences), se
centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min a 4 °C vy se
eliminaron los sobrenadantes. Las células se resuspendieron
en 100 ul de tampdn FACS, se Dbloquearon con anti-CD16/32
(bloque FcR, eBioscience) a temperatura ambiente durante 5
min, se inmunotefiieron durante 30 min a 4 °C y se fijaron
con PFA al 1%. Las muestras se analizaron con un citdémetro
de flujo CytoFLEX S equipado con el software CytExpert 2.1
(Beckman Coulter). El1 numero de leucocitos de la médula
espinal se determindé con 123count eBeads (eBioscience). E1
nimero de leucocitos esplénicos se determindé mediante
citometria de flujo en combinacidédn con el recuento de
exclusidén con azul tripan usando un contador de células
automatizado TC20TM (Bio—-Rad). Se proporciona una lista de

anticuerpos de citometria de flujo debajo de la Tabla 3.

[00240] Tabla 3. Anticuerpos de citometria de flujo para uso

en los métodos proporcionados aqui.

Antigeno Color Dilucién | Proveedor Catalogo
N.°

CD45 FITC 1:1000 eBioscience 11-0451-
82
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CD45 PE 1:1000 eBioscience 12-0451-
82
CD4 PE/Cy7 1:200 eBioscience 25-0042-
81
CDS8 Percp-Cy 1:200 Biolegend 100734
5.5
B220 PE 1:200 Biolegend 103208
B220 APC 1:200 eBioscience 47-0452-
eFluor780 80
CDl11lb APC 1:200 eBioscience 47-0112-
eFluor780 82
CD11lb PE/Cy7 1:200 Biolegend 101215
MHCII APC 1:200 eBioscience 17-5321-
81
Ly6-G Percp- 1:200 Biolegend 127616
Cy5.5
NK1.1 APC 1:200 Tonbo 20-5941-
Biosciences U025
Live/Dead |Violet 450 |1:1000 Tonbo 13-0863-
Biosciences T500

[00241] Tincidén con azul réapido Luxol y cuantificacidén del

volumen de materia blanca desmielinizada.
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[00242] Se incrustaron en parafina segmentos de la médula
espinal fijados con paraformaldehido (PFA), se seccionaron
en secciones transversales de 10 mm de espesor con un
micrétomo Leica RM 2135 y se tifieron con luxol fast blue
(LFB) . Se utilizaron diez secciones seriadas a intervalos
de 50 mum para estimar el volumen de materia blanca
desmielinizada. Las areas desmielinizadas se delinearon con
un microscopio Olympus BX51 y el volumen de materia blanca
desmielinizada se cuantificd con el software
Stereoinvestigator (MicroBrightfield). Se realizaron
reconstrucciones 3D de la médula espinal desmielinizada en
las mismas secciones seriadas con el software Neurolucida

(MBF Bioscience) .

Cuantificacién de IC 100 en tejidos

[00243] Se cuantificé IC 100 en cerebro, médula espinal,
higado y bazo a los 35 dias después de la induccidn (dpi)
de EAE usando un ensayo desarrollado por InflamaCORE, LLC
usando Meso Scale Technology. El ensayo se leyd usando el
instrumento QuickPlex SO 120 (Meso Scale Diagnostics,
Maryland) .

[00244] Se 1levaron a cabo experimentos similares en un
modelo de rata de lesidédn contusiva de la médula espinal
cervical para determinar si el anti-ASC penetra en las

neuronas de la médula espinal.
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[00245] Para determinar si las células absorben IC 100, se
afiade IC 100 marcada con fluoresceina al medio de cultivo
de tejidos que contiene células THP-1 (linea celular

monocitica humana) .

Resultados

El tratamiento con el anticuerpo anti-ASC IC 100 mejora el
resultado funcional en la encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE)

[00246] Para evaluar el potencial terapéutico de IC 100, se
indujo EAE con péptido MOG35-55 (Brambilla et al., 2014) en
ratones hembra C57BL/6 de dos meses de edad y se administrd
IC 100 o portador solo a partir del dia 8 post-induccidn
(dpi) de la enfermedad. La administracidén se repitid cada
cuatro dias hasta el sacrificio, gque se fijé en 35 dpi. Se
probaron tres dosis, 10, 30 y 45 mg/kg.

[00247] La IC 100 mejord significativamente la recuperacidn
funcional cuando se usdé a las dosis de 30 y 45 mg/kg, con
una fuerte reduccidén de las puntuaciones de enfermedad
clinica a lo largo de la duracidén del experimento (FIG.
12A). E1 tratamiento redujo las puntuaciones <clinicas
maximas medias (figura 12B) asi como la gravedad global de
EAE medida como una reduccidén en el indice de enfermedad
acumulativo (CDI) (figura 12C). Los ratones tratados con 30

vy 45 mg/kg de IC 100 también mostraron una tendencia a un
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inicio retardado de la enfermedad (FIG. 12D) . No se
observaron diferencias en el dia en dgque los ratones

alcanzaron su puntaje médximo de enfermedad (FIG. 12E).

El tratamiento con el anticuerpo anti-ASC IC 100 reduce 1la
infiltracidédn de células 1inmunitarias periféricas en 1la
médula espinal después de EAE

[00248] E1 inicio, la persistencia y la gravedad de los
sintomas clinicos de EAE se correlacionan directamente con
la infiltracidén de células inmunes en la médula espinal.
Para evaluar si IC 100 afectaba este proceso, las
poblaciones de células inmunes aisladas de la médula espinal
a 35 dpi se perfilaron mediante citometria de flujo. E1
tratamiento con 30 mg/kg de IC 100 redujo significativamente
el numero total de células T CD4+ encefalitogénicas, asi
como células T CD8+ (FIG. 13A7A), las poblaciones de células
inmunitarias méds cruciales para impulsar la patologia de
EAE. Todas las deméds poblaciones de células inmunitarias
mostraron una clara tendencia a la reduccidén. No se
observaron diferencias en el ntmero de células con ninguna
de las dosis de IC 100 en el bazo, lo gque sugiere que el
tratamiento no interfiridé con la capacidad de los ratones
para montar una respuesta inmune adecuada a la exposicidn

a EAE (FIG. 13B).
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El tratamiento con el anticuerpo anti-ASC IC 100 reduce el
nimero y el estado de activacidn de la microglia después de
EAE

[00249] La microglia participa en la respuesta
inmunoinflamatoria a la enfermedad del SNC. A medida que
aumenta su estado de activacidén, proliferan y regulan
positivamente la expresidédn superficial de MHCII. Para
evaluar si IC 100 afectd esta respuesta, se cuantificd el
nimero de microglia total y microglia activada MHCII+ en la
médula espinal mediante citometria de flujo. Ambas
poblaciones se redujeron significativamente mediante el
tratamiento con 30 mg/kg de IC 100, lo gque indica que a
esta dosis, IC 100 es eficaz para suprimir la activacidn de
la microglia y la neuroinflamacidén mediada por microglia

(véase la FIG. 14).

IC 100 penetra en el cerebro y la médula espinal

[00250] Un parédmetro importante en el disefio de farmacos para
retirar la EM es determinar si el fadrmaco penetra en el SNC
a un nivel terapéutico. ©Esta es una caracteristica
importante, particularmente en el tratamiento de la forma
progresiva de EM, ya que la barrera hematoencefalica parece
relativamente 1intacta en esta etapa de la enfermedad
(Lassman et al. 2012). Por lo tanto, recolectamos cerebro,

médula espinal, higado y bazo para determinar los niveles
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de IC 100 en estos tejidos. Como se muestra en la FIG. 15,
IC 100 penetrd en todos estos tejidos en las tres dosis,
incluido el cerebro y la médula espinal. Curiosamente, 1los
niveles de CI 100 en la médula espinal fueron mas altos con
la dosis de 30 mg/kg, lo gue concuerda con mayores efectos
terapéuticos con esta dosis.

[00251] Las células THP-1 (linea celular monocitica humana)
absorben la IC 100 marcada con fluoresceina y se incorporan
a las motas de ASC cuando se afiaden al medio de cultivo de
tejidos. Ademéds, la induccidén del inflamasoma de estas
células estimula la captacién de IC 100 marcada en motas de
ASC junto con dextrano marcado con rodamina, lo que sugiere
que la captacidén de IC 100 estd mediada por endocitosis
(véase la FIG. 1lo).

[00252] Asimismo, IC 100 evitd la liberacién de IL-1R de las
células THP-1 (véase la FIG. 17).

[00253] Los anticuerpos anti-ASC (por ejemplo, IC 100)
también penetraron en las neuronas de la médula espinal en
un modelo de rata de lesidédn contusiva de la médula espinal
cervical.

[00254] IC 100 puede funcionar tanto intracelularmente como
extracelularmente. Intracelularmente, puede actuar
uniéndose e 1inhibiendo la proteina ASC, evitando asi el
ensamblaje del inflamasoma multiproteico y el inicio de 1la

respuesta inflamatoria. También puede unirse a ASC en puntos
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de ASC, evitando la propagacidédn de la gran plataforma de
sefializacidédn filamentosa, inhibiendo asi la activaciédn
extracelular de ©pro-ILB responsable de perpetuar 1la

inflamacidén en enfermedades inflamatorias crdénicas.

Incorporacidédn por referencia

[00255] Las siguientes referencias se incorporan como
referencia en su totalidad para todos los propdsitos.
[00256] Brambilla R, Morton PD, Ashbaugh JJ, Karmally S,
Lambertsen K y Bethea JR (2014) Los astrocitos desempefian
un papel clave en la fisiopatologia de la EAE al orgquestar
en el SNC la respuesta inflamatoria de las células inmunes
residentes y periféricas y suprimir la remielinizacidn.
GLIA, 62: 452-457.

[00257] Lassmann, H., van Horssen, J. y Mahad, D. Esclerosis
multiple progresiva: patologia y patogenia. Nat Rev Neurol

8, 647-656, doi: 10.1038/nrneurol.2012.168 (2012).

Ejemplo 4: Anédlisis cinético de anticuerpos monoclonales
anti-ASC candidatos

[00258] Se realizdé un anédlisis cinético de los anticuerpos
monoclonales anti-ASC candidatos usando interferometria de
biocapa (BLI). En BLI, la asociacidén o disociacidédn con los

casos de superficie, un cambio en la longitud de onda de la
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luz reflejada y medir el cambio en el tiempo permite la
determinacidén de la cinética de uniédn.

[00259] E1 ensayo BLI consistidé en lo siguiente:

[00260] [00260] Comprobacién del sensor (30 s) -> Load
Ab/Supnt. (700 s) ---> Linea de base (300 s) -> Ab Assoc.

(600s) -> Dissoc. (600 s) -> Repetir

[00261] Se ensayé la unién de los sobrenadantes de
anticuerpos IgG de ratdn candidatos al péptido ASC humano
(SEQ ID NO: 5) a 7 concentraciones diferentes (es decir,
540 nM; 180 nM; 60 nM; 20 nM; 6,67 nM; 2,22 nM; 0,741 nM) .
Los anticuerpos probados fueron ICCN 1.0H (es decir, 1IC
100),; ICCN 2.0H; e ICCN 3.0H. Se cargaron biosensores AMC
(Anti-Mouse IgG Fc) con IgG de ratdn procedente del
sobrenadante sin diluir. Los datos de la <cinética de
anticuerpos en bruto para los 3 anticuerpos candidatos se
muestran en la FIG. 21, mientras que la FIG. 22 muestra los

valores KD globales.

Ejemplo 5: Estudios de absorcién, distribucidén, metabolismo
y excrecidén Estudios de farmacocinética de IC 100

[00262] se realizarén experimentos de absorcién,
distribucidén, metabolismo y excrecidn (ADME) para describir

la disposicién de IC 100 en ratas macho CD-1.
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[00263] En un primer experimento, se obtendran 30 ratas macho
CD-1 de seis semanas de edad de Charles River. Los
experimentos se llevaran a cabo en Bolder BioPath (BBP).
Los ratones se aclimatardn durante al menos siete dias
después de su llegada a BBP. Los ratones se alojaran en
cuatro animales por jaula.

[00264] Los animales se distribuirdn al azar en grupos de
tratamiento (nueve ratones por grupo) basédndose en el peso
corporal y se les administrard una dosis de IC 100 por via
intravenosa (IV). Los grupos de tratamiento recibirédn 5
mg/kg, 15 mg/kg o 30 mg/kg de CI 100. E1l1 plasma se
recolectard en varios momentos después de una uUnica dosis
intravenosa para la monitorizacidén farmacocinética (PK). En
la Tabla 4 a continuacidén se muestra un calendario ejemplar
de recogida de plasma. La toxicidad aguda se controlaré
mediante observaciones clinicas. El1 plasma se enviara a
Antibody Solutions para su analisis. El experimento
continuaréd durante diez semanas.

[00265] Las medidas del peso corporal se tomaréan los dias O,
7, 14, 21, 28 y 35.

[00266] Se empleard sangrado retroorbitario para recolectar
volUmenes adecuados de sangre; los ratones seran
anestesiados con isoflurano antes de la recoleccidén de la
muestra. Los animales 1, 2 y 3 de cada grupo se sangraran

los dias 1 y 10; los animales 4, 5 y 6 se sangraran 1los
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dias 2 y 15; los animales 7, 8 y 9 se sangrarédn los dias 5
y 20.

[00267] En el punto de tiempo final, los animales se
anestesiaréan con isoflurano y se desangraréan hasta
desangrarse seguido de neumotdérax bilateral. Los animales
1, 2 y 3 seran sacrificados el dia 25. Los animales 4, 5 y
6 seran sacrificados el dia 30. Los animales 7, 8 y 9 seran

sacrificados el dia 35.

Tabla 4. Lista de recoleccidn de muestras

Grupo An. N.° Punto temporal

1, 2, 3 1-3 Dia 1 (24 h)

1, 2, 3 4-6 Dia 2 (48 h)

1, 2, 3 7-9 Dia 5

1, 2, 3 1-3 Dia 10

1, 2, 3 4-6 Dia 15

1, 2, 3 7-9 Dia 20

1, 2, 3 1-3 Dia 25 (terminal)
1, 2, 3 4-6 Dia 30 (terminal)
1, 2, 3 7-9 Dia 35 (terminal)

* La necropsia ocurre en sangrado terminal
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Ejemplo 6. Biodistribucién de IC 100 wutilizando ratones
hembra B6 albinos e imagenes de fluorescencia

[00268] En un segundo experimento, la IC 100 y la IgG de
ratén de control se marcaridn con colorante de marcaje
fluorescente VivoTag 680XL de acuerdo con los protocolos
establecidos de VivoTag, y se determinard la afinidad de
unidén. En resumen, segun los protocolos de VivoTag, el
protocolo de etigquetado implicaré:

[00269] 1. Preparar las soluciones de anticuerpo (> 7 kDa)
a 1-10 mg/ml en PBS. Los anticuerpos estaran libres de iones
de amonio o aminas primarias para reducir la competencia
por la reaccidén con el colorante reactivo.

[00270] 2. Se disolveréan 0,25 mg de VivoTag 680XL en 10 nl
de DMSO seco. Una vez reconstituido, VivoTag 680XL es
estable hasta por 7 dias cuando se almacena a 2-8 °C vy
protegido de la luz.

[00271] 3. Se afiadiran 0,5 ml de proteina (0,5-5 mg), 50 nl
de bicarbonato de sodio, 2 pl de VivoTag 680XL por cada mg
de proteina a un tubo eppendorf. La mezcla se incubard en
la oscuridad durante 2 horas a temperatura ambiente con
agitacidn.

[00272] 4. Separe el conjugado de proteina del colorante
libre. Gire el cierre inferior de la columna y afloje 1la

tapa. La columna se colocarad en un tubo de recogida cébnico
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de 15 ml y se centrifugard a 1.000 xg durante 2 min. Se
agregaran 2 ml de PBS a la columna y se centrifugaran a
1000 xg durante 2 min. El lavado se repetira dos veces méas.
[00273] 5. La columna se colocard en un tubo de recogida
cénico de 15 ml nuevo. Todas las muestras de proteina se
cargaran (200-700 pL) en la columna y se centrifugaran a
1000xg durante 2 min. Se recolectarda el flujo a través de
la muestra de proteina.

[00274] 6. La muestra de anticuerpo marcado recogida puede
analizarse para determinar el grado de marcado (DOL).
Determine la absorbancia del conjugado purificado a 280 nm
y 668 nm.

[00275] 7. Ajustar la absorbancia a 280 nm de la proteina
purificada restando la absorbancia de 280 nm de VivoTag
680XL, que es el 16% de la absorbancia a 668 nm.

[00276] 8. E1 an&lisis de absorbancia se puede realizar con
un espectrofotdédmetro UV o un espectrofotdmetro Nanodrop.
Para usar este ultimo, las muestras deben diluirse a un
rango de 0.5-2 mg/mL antes de la medicién. Como la
trayectoria de la luz es de 1 mm, la lectura debe
normalizarse con un factor de 10.

[00277] En un tercer experimento, se determinarda la
biodistribucidén de IC 100. Para el estudio se utilizaréan

gquince ratones hembra B6 Albino (C57BL6) de 8-12 semanas de
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edad. Los animales se distribuirdn al azar en grupos seguln
el peso corporal del primer dia.

[00278] Los ratones hembra B6 Albino no recibiran
tratamiento (control negativo), una dosis uUnica de IC 100
marcado con VivoTag 680XL, o una dosis Unica de IgG de ratédn
marcado con VivoTag 680XL (control negativo) . Los
tratamientos se administrarédn por via intravenosa (volumen
= 200 pL) a una dosis de 100 pg/animal.

[00279] Se realizaradn imé&genes de fluorescencia 1in vivo a
las 2 h, 8 h, 24 h, 48 h, 72 hr y 96 hr post Se capturaran
imdgenes de cuerpo entero in vivo dorsal vy ventral
utilizando imégenes de fluorescencia en varios intervalos
de tiempo hasta a 96 horas después del tratamiento. Imagenes
ex vivo del cerebro, ojos con nervios oépticos, corazdn,
rifiones izquierdo y derecho, intestino grueso, incluyendo
colon terminal, higado, pulmones, ovarios, pancreas,
intestino delgado, columna vertebral, estdémago, tiroides vy
vejiga urinaria de todos Se realizardn animales.

[00280] Se recolectard sangre completa y el infiltrado
inmune se analizard para detectar células T CD4+ (CD4+
CDllb- CD3+ CD8-), células T CD8+ (CD8+ CDl1lb-CD3+ CD4-),
células B (CD3-CD111b-CD45R+), monocitos (CD3-CD1l1lb+
CD115+) vy células NK (CD3-CD49b+ CD335+). Se cuantificaré
la expresidn de Ab-VivoTag 680 XL para determinar el nivel

de anticuerpo marcado administrado. Se incluird un tinte
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VIVO/MUERTO en el panel de citometria de flujo para
cuantificar el numero de células vivas. El panel completo
de anticuerpos incluiréd anticuerpos dirigidos contra CD3,
cp4, Ccb8, CDllb, CD1l1l5, CD45R, CD49%9b, CD335 y un colorante

LIVE/DEAD.

Ejemplo 7: Efecto de la administracidén de IC 100 sobre 1la
sefializacidén del inflamasoma

[00281] La sangre de pacientes humanos con esteatohepatitis
no alcohdlica (NASH), nefropatia diabética vy nefritis
lupica se obtendrd de BioReclamation IVT para el andlisis
de biomarcadores de proteinas del inflamasoma. Se obtendréan
tejidos de pacientes con EHNA, nefropatia diabética vy
nefritis lupica de Bolder BioPath, y se obtendrédn lisados
de proteinas de esos tejidos y se analizaridn mediante
inmunotransferencia y otras técnicas bioquimicas para la
expresidén de proteinas de sefializacidédn del inflamasoma,
incluidas la caspasa-1 y la ASC.

[00282] Ademé&s, se utilizard una linea celular de céancer
humano para examinar la activaciédn de inflamasomas
dependientes de ASC en tiempo real. Este estudio constara
de dos objetivos y comenzarda durante un periodo de 6 a 9
semanas.

[00283] [00283] Objetivo especifico 1: Marcado de

anticuerpos
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[00284] Se marcarédan 2 mg de IC 100 con IgG-680 XL-IFC
(VivoTag® 680 XL, PerkinElmer # -NEV11120) colorante de
etiquetado fluorescente y la estequiometria del etiquetado
se determinard segun las instrucciones del fabricante. La
IgG de ratén de control (proporcionada por Charles River
Laboratories (CRL)) se marcara y analizara de manera
similar.

[00285] Objetivo especifico 2: Determinacién de la afinidad
de unidn

[00286] La linea celular de cancer humano THP-1 se cultivaré
en fase logaritmica y se colocaréd en placas a 20.000 células
por pocillo en un volumen de 100 pL de medio en una placa
de microcultivo de poliestireno blanco de 6 pocillos
(Corning® Costar® 96- placa de fondo plano para pocillos,
Cat. # 3917). Luego, el anticuerpo marcado se agregard por
duplicado a los pocillos (respuesta a la dosis de 10 puntos,
dilucidén 1: 3, concentracidn maés alta 200 nM. E1 anticuerpo
unido se detectard en todos los pocillos siguiendo el
protocolo de Charles River. Se representard el anticuerpo
unido (intensidad fluorescente media) en funcidén de 1la
concentracidén de anticuerpo y la afinidad de unidén (Kd) se
estimard ajustando la siguiente ecuacidén a los datos: Y =

Bmax * X/ (Kd+ X).
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Ejemplo 8: Estudios in vivo de IC 100 en un modelo de rata
NASH

[00287] Las ratas macho Wistar Han, que se alimentan con una
dieta alta en grasas y deficiente en colina (CDHFD) que
tienen fibrosis hepatica, servirdn como modelo animal de
NASH. Se wutilizaran 55 ratones para este estudio. Se
obtendradn ratas Wistar Han de 8-9 semanas de Envigo o
Charles River. Las ratas se aclimatardn durante 3-7 dias
después de su llegada a Bolder Biopath. Las ratas se
alojaran en 2-3 animales por Jjaula. Los animales seran
alimentados con comida estandar.

[00288] E1 dia 0, los animales se distribuirén al azar en
cinco grupos en funcidén del peso corporal. El1 grupo 1 se
alimentard con Teklad Global Diets — Rodent 2014, gque es
una dieta estédndar. Los grupos 2, 3, 4 y 5 se alimentaréan
con una dieta CDHFD.

[00289] E1 dia 38 del estudio, los animales se sangraran para
la guimica clinica y se colocardn en grupos de tratamiento
basados en concentraciones de alanina aminotransferasa
(ALT) . E1 dia 42 del estudio, comenzard el tratamiento. La
eficacia de IC 100 se probard usando dosis que se
determinaran en base a los datos farmacocinéticos obtenidos
del Ejemplo 5. Un grupo recibird tratamiento con portador
para que sirva como control negativo. El grupo gue reciba

una dieta estandar también recibiréa tratamiento con
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portador. Se medird semanalmente el peso corporal, el
consumo de alimentos y la observacidén clinica del lado de
la jaula. El1 dia 38 y el dia 63, se obtendrd sangre completa
mediante recoleccidén de la vena de la cola. La necropsia se
realizard el dia 84. Los animales seradn sacrificados con
anestesia con isoflurano, desangrados hasta exanguinacidn
y luego neumotdrax bilateral.

[00290] Los animales se pesaréan los dias -1, 0, 2, 4, 6, 7,
14, 21, 28, 35, 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63, 66, 70, 73, 77,
80 y 83 del estudio.

[00291] Se registraré& una actualizacidén semanal del consumo
de alimentos (gramos/dia/rata) los dias 0, 7, 14, 21, 28,
35, 42, 49, 56, 63, 70, 77 y 84 del estudio.

[00292] Las observaciones clinicas del lado de la jaula se
realizarédn los dias 0-7, 14, 21, 28, 35, 42, 45, 49, 52,
56, 59, 63, 66, 70, 73, 77, 80, 83. Si los animales comienzan
a mostrar signos clinicos de toxicidad o enfermedad, 1los
animales seran observados y pesados diariamente.

[00293] En la necropsia, se mediran los pesos del higado,
tejido adiposo pardo y tejido adiposo inguinal derecho. Se
obtendrén biopsias de 4 x 7 mm del 16bulo lateral izquierdo
del higado, se congelardn en nitdégeno liquido vy se
conservaran a -80 °C. Se obtendran cortes transversales de
tres mm del 1lébulo medial, 1ldébulo lateral izguierdo y ldébulo

lateral derecho del higado y se fijaran en formalina al 10%
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durante 36-48 horas antes de almacenarlos en etanol al 70%
a temperatura ambiente para histopatologia. Se congelaran
instantdneamente tres trozos de tejido adiposo de 100 mg en
nitrégeno liquido y se almacenaran en tubos de cierre seguro
Eppendorf a -80 °C. Tres trozos de tejido adiposo marrdn
del mismo tamafio se congelardn rapidamente en nitrdgeno
liquido y se almacenaradn en tubos con cierre seguro
Eppendorf a -80 °C.

[00294] Se recolectard tejido adiposo subcuténeo inguinal,
un depdsito de tejido adiposo blanco (WAT) de acuerdo con
el siguiente protocolo. Los depdésitos de SQ triangulares e
inguinales se revelardn al desguazar la mitad inferior del
ratén. Los apéndices superiores y el tdrax se sujetaran con
una mano y la piel se tirard hacia los pies con la otra
mano. El ratdédn se orientard en una posicidn supina, teniendo
cuidado de no contaminar el depdsito expuesto con pelo. Se
limpiarédn los instrumentos quirurgicos y se cambiarédn 1los
guantes. Posteriormente, se disecardn los tridngulos de
grasa subcuténea, teniendo cuidado de no contaminar 1la
muestra con musculo, grasa vecina, glandulas mamarias o
sangre. Se utilizard un microscopio de diseccidén si 1los
bordes no estédn claramente definidos. Los depdésitos de grasa
se eliminardn y se transferirdan a un fijador 50: 1 al
volumen de tejido de formal tamponado neutro al 10% y se

fijaran durante 36 a 48 horas a temperatura ambiente. Si se
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va a extraer ARN o proteina, el tejido se congelard por
inmersidén en nitrégeno liquido y se almacenard a -80 °C
para evitar la degradacidén. Se harda un esfuerzo para no
contaminar entre depdsitos de grasa cambiadndose los guantes
con frecuencia.

[00295] E1 procesamiento de histologia serd realizado por
Histotox Labs. El procesamiento histoldédgico de LLL, MLL vy
RLL se realizard en tres cortes transversales de higado por
animal. Las muestras se tefiirdn con rojo Sirius vy

hematoxilina y eosina (H & E).

Ejemplo 9: Estudios in vivo del efecto de IC 100 sobre 1la
nefropatia diabética en un modelo de ratédn BTBR Ob/O0Ob

[00296] La cepa de ratédn BTBR con la mutacidn por deficiencia
de leptina ob/ob sirve como modelo de ratdén para la
nefropatia diabética. Se wutilizaran ratones macho BTBR
Ob/Ob para evaluar el efecto de IC 100 en la reversidédn de
los efectos de la nefropatia diabética. Se utilizarédn cinco
ratones BTBR macho de tipo salvaje (WT) como control
negativo y no recibirdn tratamiento. Se wutilizarédn 50
ratones BTBR Ob/Ob y se dividirdn en cinco grupos. Los
grupos recibirdn portador, control o IC 100 a las dosis
determinadas en base al Ejemplo 5. El experimento tendra

lugar durante seis semanas.
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[00297] La histologia se realizard en rifiones de ratdédn por
Histotox Labs. El patdédlogo determinard 1los parametros
apropiados wutilizando los métodos actuales de Bolder
BioPATH.

[00298] Las mediciones de glucosa en sangre se tomaran
mediante un corte de cola y aplicando una gota de sangre (~
5 pl) en una tira reactiva compatible con un glucdbdmetro
True Metrix. Se tomardn mediciones de glucosa en sangre dos
veces por semana hasta que se complete el estudio.

[00299] La puntuacidén de proteinuria se realizard extrayendo
la orina del ratén manteniendo al ratdén Dboca abajo vy
aplicando presién en el abdomen. Se utilizardn tiras
reactivas de Albustix para determinar la cantidad de
proteina en la orina.

[00300] Si se encuentran animales muertos, no se tomaran
muestras. Si los animales necesitan ser sacrificados,
independientemente del motivo, las muestras se tomaran como

se tomarian en la necropsia después del dia 7 del estudio.

Ejemplo 10: Estudios in vivo del efecto de IC 100 sobre 1la
nefritis lupica en un modelo de ratdn

[00301] Se utilizarén ratones hembra MRL/MpJ-Tnfrsf6lpr/J de
12 semanas de edad para desarrollar un modelo de nefritis

lapica. Los ratones se obtendrdn de Bolder BioPath. Los
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ratones se distribuiradn al azar en grupos de tratamiento
segun el peso corporal. Los animales seran observados
diariamente para detectar signos clinicos significativos,
morbilidad y mortalidad. El1 inicio de la nefritis lupica se
producird aproximadamente a las 12-14 semanas de edad.
[00302] Después de la aparicidédn de la nefritis lupica, los
ratones se dividirédn en cinco grupos y se trataran con dosis
variables de IC 100, segun los resultados del Ejemplo 5,
portador o IgG de control.

[00303] Se recopilarédn puntuaciones de peso corporal,
proteinuria urinaria, linfadenopatia y lesiones cuténeas.
La necropsia se realizard en la semana 20 y se recolectarén
tejidos y sangre completa para su anadlisis. Se espera Jque

el experimento dure 15 semanas.

Ejemplo 11: Estudio de toxicidad de la inyeccidédn de bolo
intravenoso en un intervalo de 21 dias y agudo de IC 100 en
la rata albina

[00304] Las ratas albinas se obtendrén de Charles River. Se
establecerdn los niveles de dosis de IC 100 para una
toxicidad de dosis multiple definitiva de 28 dias y estudios
farmacocinéticos en ratas. Las ratas se dividiran en cuatro
grupos que contienen tres ratas/sexo/dosis. Se realizara un

estudio de subida y bajada.
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[00305] Se realizard un estudio de dosis repetidas durante
tres semanas. Las ratas se dividiran en grupos de todos los
machos o todas las hembras que contienen cinco ratas. A las
ratas se les administrard una dosis semanal de un nivel de
dosis de IC 100. Se realizaradn parametros en vida que
incluyen mortalidad, signos <c¢linicos, peso corporal vy

laboratorio clinico con toxicocinética.

Ejemplo 12: Estudio de determinacidén de dosis méxima
tolerada y rango de dosis de 22 dias de IC 100 en el mono
Cynomolgus

[00306] Los niveles de dosis y la farmacocinética para IC
100 se establecerdn en monos Cynomolgus. Los experimentos
ocurrirdn en Charles River. Los monos se dividiradn en cuatro
grupos que contienen un mono/sexo/dosis. Se realizard un
estudio de subida y bajada durante 28 dias.

[00307] Se realizard un estudio de dosis repetidas durante
tres semanas. Los monos se dividiran en grupos de todos los
machos o todas las hembras gque contengan dos monos. A los
monos se les administrard una dosis semanal con un nivel de
dosis de IC 100. Se realizaradn parametros en vida que
incluyen mortalidad, signos <c¢linicos, peso corporal vy
laboratorio clinico con toxicocinética.

[00308] Se espera que este experimento dure 15 semanas.
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Ejemplo 13: Estudio de toxicidad de IC 100 en 1la rata
seguido de un periodo de recuperacidédn de 4 semanas

[00309] Se establecerd la toxicidad y la toxicocinética tras
la administracidén intravenosa de IC 100 seguida de un
periodo de recuperacidn en ratas obtenidas de Charles River.
[00310] Las ratas se dividiran en 10-15 ratas/sexo/grupo con
tres niveles de dosis méas control. Los grupos adicionales
incluirdn un grupo de dosis alta y un grupo de control dgque
contendrd 5 ratas/sexo para una recuperacidén de cuatro
semanas.

[00311] Se medirédn la mortalidad, el peso corporal, el
consumo de alimentos, las observaciones <c¢linicas, la
patologia clinica (hematologia vy guimica c¢linica), los
hallazgos de la necropsia, la histopatologia de los 6érganos
vy la toxicocinética. Después de la recuperacidén, se mediréan
los mismos parametros, excluyendo la toxicocinética.

[00312] Se espera que este experimento dure seis meses.

Ejemplo 14: Estudio de toxicidad de IC 100 en el mono
Cynomolgus seguido de un periodo de recuperacidédn de 4
semanas

[00313] En Charles River se establecerd la toxicidad y la

toxicocinética tras la administracidn intravenosa de IC 100
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seguida de un periodo de recuperacidén en primates no
humanos.

[00314] Los monos se dividirén en 3 monos/sexo/grupo con tres
niveles de dosis méds control. Los grupos adicionales
incluirdn un grupo de dosis alta y un grupo de control gque
contendrd 2 monos/sexo para una recuperacidén de cuatro
semanas.

[00315] Se medirédn la mortalidad, el peso corporal, el
consumo de alimentos, las observaciones <c¢linicas, la
patologia clinica (hematologia vy gquimica <c¢linica), 1los
hallazgos de la necropsia, la histopatologia de &érganos vy
la toxicocinética. Después de la recuperacidén, se medirén
los mismos parametros, excluyendo la toxicocinética.

[00316] Se espera que este experimento dure seis meses.

Ejemplo 15: Estudio cardiovascular in vitro utilizando un
ensayo hERG

[00317] E1 potencial de toxicidad cardiovascular
(prolongacidén del QT) se evaluard en un ensayo in vitro con

células CHO o HEK293.

[00318] Este experimento estableceréd la IC50 para el bloqueo
de IC 100 del canal HERG.

[00319] Se espera que este experimento dure dos meses.
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Ejemplo 16: Estudio de hembélisis sanguinea in vitro

[00320] Se evaluard el potencial de la formulacidn
intravenosa de IC 100 para provocar hemdélisis de gldbulos
rojos humanos 1in vitro. Las concentraciones de IC 100
(determinadas en Dbase al Ejemplo 5) se mezclardn con
glébbulos rojos en un sistema in vitro. Se establecerda el
grado de hemdélisis. Se espera que el experimento dure dos

meses.

Ejemplo 17: examen de la eficacia in vivo de IC 100 en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (EP)

[00321] La eficacia de IC 100 en el tratamiento de la EP se
evaluard administrando IC 100 en varios modelos animales
(es decir, roedores) de EP. 5 mg/kg, 15 mg/kg, 30 mg/kg.
[00322] E1 modelo de rata de 6-OHDA de la EP es un modelo
unilateral inducido quimicamente (lesidén intraestriatal o
del haz del prosencéfalo mediano) de la EP en donde 1los
ratones presentan déficits de comportamiento que incluyen
asimetria rotacional y defectos motores. El modelo 6-OHDA
muestra una disminucidén del contenido de dopamina, DOPAC y
HVA en el cuerpo estriado y muestra una reduccidén de las
células TH-positivas en la sustancia negra por histologia.
[00323] En un conjunto de experimentos que utilizan el modelo

6-OHDA de PD, un total de 45 ratas macho se separaran en 3
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grupos experimentales (n = 15 ratas/grupo) se trataran de
la siguiente manera:

[00324] 1. Las ratas inducidas de forma simulada tratadas se
trataran con portador;

[00325] 2. ©Las ratas inducidas por 6-OHDA tratadas se
trataran con portador; y

[00326] 3. Las ratas inducidas por 6-OHDA tratadas seréan
tratadas con IC 100 dosis 1 (seleccionada en base a estudios
de PK/vida media)

[00327] La infusién unilateral de 6-OHDA/simulada se
producird el dia 0 del estudio;

[00328] La formulacidén y dosificacidn de la dosis diaria (QD,
p.o.) se producird en los dias de estudio 15-28.

[00329] Se 1llevaréd a cabo un seguimiento del peso corporal
y sSe realizaradn pruebas de comportamiento el dia 14 (linea
de Dbase), el dia 28 y el dia 42 e incluiradn rotaciones
inducidas por anfetaminas.

[00330] E1 muestreo terminal de sangre, LCR y cerebro se
producirda el dia 42 del estudio seguido de HPLC para
examinar DA, DOPAC y HVA en el cuerpo estriado e IHC para
examinar las células TH+ en SNpc.

[00331] En un segundo conjunto de experimentos que utilizan

el modelo 6-OHDA de PD, un total de 45 ratas macho se
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separaradn en 3 grupos experimentales (n = 15 ratas/grupo)
y se trataran de la siguiente manera:

[00332] 1. Las ratas inducidas de forma simulada tratadas se
trataran con portador;

[00333] 2. Las ratas inducidas por 6-OHDA tratadas se
trataran con portador; y

[00334] 3. Las ratas inducidas por 6-OHDA tratadas seréan
tratadas con IC 100 dosis 1 (seleccionada en base a estudios
de PK/vida media)

[00335] E1 experimento se llevara a cabo durante un periodo
de 6 semanas con una infusidén unilateral de 6-OHDA/simulada
ocurriendo el dia 0 del estudio;

[00336] La formulacidén y dosificacidédn de la dosis diaria (QD,
p.o.) se producird el dia 1 del estudio y continuard hasta
6 semanas después de la infusidén de 6-OHDA.

[00337] Las pruebas de comportamiento se realizaran el dia
14 (linea de Dbase), el dia 28 y el dia 42 e incluiréan
rotaciones inducidas por anfetaminas y una prueba de
cilindro.

[00338] E1l muestreo cerebral terminal se producira el dia 42
del estudio seguido de HPLC para examinar DA, DOPAC y HVA
en el cuerpo estriado e IHC para examinar TH e Iba-1 en SNc

(bilateralmente) .
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[00339] En un tercer conjunto de experimentos que utilizan
el modelo 6-OHDA de PD, un total de 90 ratas macho se
separaran en 6 grupos experimentales (n = 18 ratas/grupo al
inicio hasta el dia 14 de la linea base, n = 15 ratas/grupo
como objetivo) se tratarédn de la siguiente manera:

[00340] 1. Ratas inducidas por simulacidén tratadas con
portador

[00341] 2. Ratas inducidas por 6-OHDA tratadas con portador
[00342] 3. Ratas inducidas por 6-OHDA tratadas con IC 100
dosis 1

[00343] 4. Ratas inducidas por 6-OHDA tratadas con IC 100
dosis 2

[00344] 5. Ratas inducidas por 6-OHDA tratadas con IC 100
dosis 3

[00345] 6. Ratas inducidas por 6-OHDA tratadas con IC 100
dosis 4

[00346] E1 experimento se llevara a cabo durante un periodo
de 6 semanas con una infusidén unilateral de 6-OHDA/simulada
ocurriendo el dia 0 del estudio;

[00347] La formulacidén y dosificacidédn de la dosis diaria (QD,
p.0.) se producira en los dias de estudio 15-42.

[00348] Las pruebas de comportamiento se realizaran el dia

14 (linea de Dbase), el dia 28 y el dia 42 e incluiréan
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rotaciones inducidas por anfetaminas vy una prueba de
cilindro.

[00349] E1l muestreo cerebral terminal se producird el dia 42
del estudio seguido de HPLC para examinar DA, DOPAC y HVA
en el cuerpo estriado e IHC para examinar TH e Iba-1 en SNc

(bilateralmente) .

Ejemplo 18: examen de la eficacia in vitro de IC 100 en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (EP)

[00350] Ensayo TOM20:

[00351] La patogénesis de la EP se ha relacionado con la
disfuncidén mitocondrial a través de varias lineas de
investigacidn, comenzando con el hallazgo de que el
inhibidor del complejo mitocondrial I rotenona induce
parkinsonismo. Ademés, las mutaciones en genes que
codifican proteinas implicadas en la eliminacidén selectiva
de mitocondrias disfuncionales y redundantes (mitofagia),
como PARK2 y PINK1l, estdn presentes en la mayoria de los
casos autosdémicos recesivos de EP. Asimismo, un creciente
cuerpo de evidencia implicaba a la disfuncidén mitocondrial
en otros trastornos neurodegenerativos como la EA, la ELA
y la enfermedad de Huntington (EH). Por lo tanto, se cree
que las lecturas fenotipicas para medir la (dis) funcidn
mitocondrial en el fondo celular relevante ©para la

enfermedad representan poderosas herramientas predictivas
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para investigar la patobiologia neurodegenerativa e
identificar ©posibles terapias que pueden aumentar la
mitofagia.

[00352] TOM20 es una subunidad de la translocasa
mitocondrial del complejo de la membrana externa (TOM) vy
representa un biomarcador de la abundancia mitocondrial. Al
perfilar los candidatos terapéuticos en ausencia
(monotratamiento) y presencia (cotratamiento) de un
desencadenante inductor de mitofagia establecido, se pueden
seleccionar moléculas candidatas (por ejemplo, IC 100) que
mejoran el aclaramiento mitocondrial inducido por el
desencadenante sin daflar las mitocondrias directamente.
[00353] E1 ensayo de pérdida de TOM20 es un ensayo in vitro
escalable y rdpido para cribar compuestos por su capacidad
para aumentar la mitofagia en un entorno neuronal.

[00354] E1 ensayo TOM20 wutilizard células progenitoras
mesencefédlicas humanas inmortalizadas (ReNcell VM)
sembradas a 50.000 células/pocillo en placas de 96 pocillos
recubiertas con laminina que se diferenciaran mediante 1la
extraccién de factores de crecimiento (bFGF, EGF) vy la
adicidédn de pro -factores de diferenciacidén (cAMP, GDNF)
durante siete dias a partir del dia 0 (DO), con refrescos
el dia 1 (D1l) y el dia 4 (D4). A continuacidén, las células
se trataran con IC 100 el dia 7 en ausencia y presencia de

oligomicina/antimicina 1 micromolar (O/A; un desencadenante
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mitofdgico de uso comln) durante 18 horas seguido de tincidn
inmunocitoquimica de fijacidén de TOM20 con un anticuerpo
anti-TOM20 y Tincidén DAPI (es decir, el dia 8). En ultima
instancia, el ensayo contendrd un control positivo 1 uM O/A
y un control negativo DMSO al 0,1%.

[00355] La combinacién del tratamiento de compuestos
potenciadores de la mitofagia con 1 uM de O/A conduciréa a
una reduccidén drastica en los niveles de TOM20 ademéas de
las reducciones inducidas por el tratamiento con O/A solo.
La intensidad de la inmunotincidén de TOM20 se cuantificaré
utilizando algoritmos basados en andlisis de alto contenido
(HCA) desarrollados por Charles River Labs. Se
cuantificaran los recuentos nucleares para identificar la
citotoxicidad inducida por compuestos potenciales (por
ejemplo, IC 100).

[00356] Ensayo de agregacién de alfa-sinucleina:

[00357] Los agregados de la proteina presindptica alfa-
sinucleina se consideran los biomarcadores primarios de la
EP yv 1la evidencia sugiere dque los agregados de alfa-
sinucleina median directamente en la muerte de las células
neuronales. Como tal, las estrategias destinadas a reducir
la agregacidédn y la toxicidad de la alfa-sinucleina pueden
poseer potencial terapéutico.

[00358] En este ensayo, las células progenitoras

mesencefalicas humanas inmortalizadas (ReNcell VM)
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sembradas a 10.000 células/pocillo en placas de 96 pocillos
recubiertas con laminina se diferenciaran mediante la
extraccidédn de factores de crecimiento (bFGF, EGF) vy la
adicidén de factores de prodiferenciaciédn (cAMP, GDNF)
durante siete dias a partir del dia 0 (DO). También en DO,
las células se transduciran con un adenovirus que codifica
alfa-sinucleina humana de tipo salvaje. Después de 24 horas,
las células se tratardn con IC 100 y 1la expresidédn vy
agregacién de alfa-sinucleina se detectard después de 6
dias mediante inmunocitoquimica utilizando anticuerpos gue
detectan alfa/beta sinucleina (Syn205; Cell Signaling
Technology) vy alfa-sinucleina agregada (MJFR14; Abcam),
seguido de la cuantificacidén de HCA como se describe para
el ensayo TOM20. Por uUltimo, el ensayo también contendra un
control positivo KU 0063794 10 uM y un control negativo

DMSO al 0,1% afiadidos en D1 y D4.

Formas de realizacidén numeradas de la divulgacidn

[00359] Otro tema contemplado por la presente divulgacidn se
establece en las siguientes formas de realizacidn
numeradas:

[00360] 1. Un método para tratar la inflamacién en los
pulmones de un paciente que 1lo necesita, comprendiendo el
método: administrar al ©paciente una composicidén que

comprende un agente que 1nhibe la sefializacidén del
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inflamasoma, mediante el cual se trata la inflamacidén en

los pulmones del paciente.

[00361] 2. E1 método de la forma de realizacidén 1, en donde
la inflamacién en los pulmones es causada por una afeccidn
seleccionada entre una lesidén del sistema nervioso central
(SNC), wuna enfermedad neurodegenerativa, una enfermedad
autoinmune, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crdnica,
fibrosis quistica., enfermedad pulmonar intersticial vy
sindrome de dificultad respiratoria aguda.

[00362] 3. E1 método de la forma de realizacién 2, en donde
la lesidén del SNC se selecciona del grupo gue consiste en
lesidén cerebral traumdtica (TBI), accidente cerebrovascular
y lesidén de la médula espinal (SCI).

[00363] 4. E1 método de 2, en donde la enfermedad
neurodegenerativa se selecciona del grupo gue consiste en
esclerosis lateral amiotrdéfica (ELA), esclerosis multiple
(EM) y enfermedad de Parkinson (EP).

[00364] 5. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidédn anteriores, en donde la administracidédn de 1la
composicidn da como resultado la inhibicidén de la activacidn
del inflamasoma en las células pulmonares del paciente.
[00365] 6. E1 método de una cualquiera de las formas de

realizacidn 1-4, en donde la administracién de la
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composicidén da como resultado una reduccidédn de la caspasa-
1, gque se une al dominio de pirina repetido rico en leucina
que se une a nucledétidos que contiene proteina 1 (NLRP1),
que se une a los nucledétidos, dominio de pirina de
repeticidén rico en leucina que contiene proteina 2 (NLRP2),
dominio de pirina de repeticidén rico en leucina de unidén a
nucledtidos que contiene proteina 3 (NLRP3), proteina 4 que
contiene dominio CARD de la familia NLR (NLRC4), caspasa-
11, inhibidor ligado a X de proteina de apoptosis (XIAP),
pannexina-1, proteina similar a Spec asociada a apoptosis
que contiene un dominio de reclutamiento activador de
caspasa (ASC), interleuquina-18 (IL-18), cuadro de grupo de
alta movilidad 1 (HMGB1l) o ausente en el melanoma 2 (AIM2)
niveles en células pulmonares del paciente en comparacidn
con un control, en donde el control es un paciente no
tratado.

[00366] 7. E1 método de la forma de realizacidén 5 o 6, en
donde las células pulmonares son células alveolares de Tipo
IT.

[00367] 8. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizaciédn 1-5, en donde la administracidn de la
composicidédn da como resultado una reduccidédn de la lesidn
pulmonar aguda (ALI) en comparacién con un control, en donde

el control es un paciente no tratado.
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[00368] 9. E1 método de la forma de realizacidén 8, en donde
la reduccidédn de ALI se evidencia por una reduccidén en la
infiltracién de neutrdéfilos en el espacio alveolar vy/o
intersticial, engrosamiento del tabique alveolar reducido
o ausente o una combinacidén de los mismos.

[00369] 10. El1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidén anteriores, en donde el agente es un inhibidor
de la captacidén de vesiculas extracelulares (EV), un
anticuerpo que se une a un componente inflamasoma o una
combinacién de los mismos.

[00370] 11. E1 método de la forma de realizacidén 10, en donde
el inhibidor de la captacidén de EV es un compuesto o un
anticuerpo, en donde el anticuerpo se selecciona de la Tabla
1.

[00371] 12. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidén 10-11, en donde el agente es un inhibidor de la
captacidédn de EV en combinacidn con un anticuerpo que se une
a un componente del inflamasoma.

[00372] 13. E1 método de la forma de realizacidén 12, en donde
el inhibidor de la absorcidén de EV es una heparina.

[00373] 14. E1 método de la forma de realizacidén 13, en donde
la heparina es enoxaparina.

[00374] 15. E1 método de una cualquiera de las formas de

realizacidén 10-14, en donde el anticuerpo gue sSe une a un
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componente del inflamasoma es un anticuerpo gque se une
especificamente a un componente de un inflamasoma AIM2,
NLRP1, NLRP2, NLRP3 o NLRC4 de mamifero.

[00375] 16. El método de la forma de realizacidédn 10 o 15, en
donde el componente inflamasoma es caspasa-1, ASC o AIM2.
[00376] 17. E1 método de la forma de realizacidén 16, en donde
el componente inflamasoma es ASC.

[00377] 18. E1 método de la forma de realizacidén 17, en donde
el anticuerpo se une a un dominio PYRIN-PAAD-DAPIN N-
terminal (PYD), dominio C-terminal de reclutamiento de
caspasa (CARD) o un epitopo derivado de PYD o CARD dominio
de la proteina ASC.

[00378] 19. E1 método de la forma de realizacidén 17, en donde
el anticuerpo se une a un aminodcido gque tiene al menos un
85% de identidad de secuencia con una secuencia de
aminoadcidos seleccionada del grupo que consta de SEQ ID NO:
1 y SEQ ID NO: 2.

[00379] 20. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidén 17-19, en donde el anticuerpo inhibe 1la
actividad de ASC en los pulmones del paciente.

[00380] 21. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidn anteriores, en donde la composicidén se formula

con un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.
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[00381] 22. El1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidn anteriores, en donde la composicidn se
administra por via intracerebroventricular,
intraperitoneal, intravenosa o por inhalacién.

[00382] 23. Un método para tratar la inflamacidén en 1los
pulmones de un paciente que ha sido sometido a una lesidn
del sistema nervioso central (SNC), comprendiendo el
método: administrar al ©paciente una composicidén que
comprende un agente que inhibe la sefializacidén del
inflamasoma, por lo que la inflamacidén en los pulmones del
paciente se trata.

[00383] 24. E1 método de la forma de realizacidén 23, en donde
la lesidén del SNC se selecciona del grupo gque consiste en
lesidén cerebral traumdtica (TBI), accidente cerebrovascular
y lesidén de la médula espinal (SCI).

[00384] 25. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacién 23-24, en donde la administracién de 1la
composicidén da como resultado la inhibicién de la activacidn
del inflamasoma en las células pulmonares del paciente.
[00385] 26. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidédn 23-24, en donde la administracidédn de 1la
composicidén da como resultado una reduccidn de caspasa-1,
NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRC4, caspasa-11, XIAP, pannexina-1,

apoptosis -proteina tipo Spec asociada gque contiene un
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dominio de reclutamiento activador de <caspasa (ASC),
interleuquina-18 (IL-18), cuadro de grupo de alta movilidad
1 (HMGB1l) o ausente en los niveles de melanoma 2 (AIM2) en
las células pulmonares del paciente en comparacidédn a un
control, en donde el control es un paciente no tratado.
[00386] 27. E1l método de la forma de realizacidén 25 o 26, en
donde las células pulmonares son células alveolares de Tipo
IT.

[00387] 28. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidén 23-27, en donde la administracién de 1la
composicidédn da como resultado una reduccidédn de la lesidn
pulmonar aguda (ALI) en comparacién con un control, en donde
el control es un paciente no tratado.

[00388] 29. E1 método de la forma de realizacidén 28, en donde
la reduccidén de ALI se evidencia por una reduccidén en la
infiltracién de neutrdéfilos en el espacio alveolar vy/o
intersticial, engrosamiento del tabique alveolar reducido
0 ausente o una combinaciédn de los mismos.

[00389] 30. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidén 23-29, en donde el agente es un inhibidor de la
captacidén de vesiculas extracelulares (EV), un anticuerpo
que se une a un componente inflamasoma o una combinacidén de

los mismos.
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[00390] 31. E1 método de la forma de realizacidén 30, en donde
el inhibidor de la captacidén de EV es un compuesto o un
anticuerpo, en donde el anticuerpo se selecciona de la Tabla
1.

[00391] 32. El1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidén 30-31, en donde el agente es un inhibidor de la
captacién de EV en combinacidédn con un anticuerpo que se une
a un componente del inflamasoma.

[00392] 33. E1 método de la forma de realizacidén 32, en donde
el inhibidor de la captacidén de EV es una heparina.

[00393] 34. E1 método de la forma de realizacidén 33, en donde
la heparina es enoxaparina.

[00394] 35. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidén 30-34, en donde el anticuerpo gue se une a un
componente del inflamasoma es un anticuerpo que se une
especificamente a un componente de un inflamasoma AIMZ2,
NLRP1, NLRP2, NLRP3 o NLRC4 de mamifero.

[00395] 36. E1 método de la forma de realizacidén 30 o 35, en
donde el componente inflamasoma es caspasa-1, ASC o AIM2.
[00396] 37. E1 método de la forma de realizacidén 36, en donde
el componente inflamasoma es ASC.

[00397] 38. E1 método de la forma de realizacidén 37, en donde
el anticuerpo se une al dominio PYD, CARD o un epitopo

derivado del dominio PYD o CARD de la proteina ASC.
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[00398] 39. E1 método de la forma de realizacidén 37, en donde
el anticuerpo se une a un aminodcido que tiene al menos un

85

o°

de identidad de secuencia con una secuencia de
aminodcidos seleccionada del grupo que consta de SEQ ID NO:
1 y SEQ ID NO: 2.

[00399] 40. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizaciédn 37-39, en donde el anticuerpo inhibe 1la
actividad de ASC en los pulmones del paciente.

[00400] 41. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidén 23-40, en donde la composicidédn se formula con
un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

[00401] 42. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidén 23-41, en donde la composicidédn se administra
por via intracerebroventricular, intraperitoneal,
intravenosa o por inhalacidén. 43. Un anticuerpo monoclonal
o un fragmento de anticuerpo del mismo gue se une a una
proteina similar a Spec asociada a la apoptosis gque contiene
un dominio de reclutamiento activador de caspasa (ASC), en
donde el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo se une
especificamente a un epitopo de ASC, en donde el epitopo
comprende o consta de la secuencia de aminoadcidos de SEQ ID
NO: 5 o 5-10, 10-15 o 15-20 aminoéadcidos de SEQ ID NO: 5.
[00402] 44. Un anticuerpo monoclonal o un fragmento de

anticuerpo del mismo que se une especificamente a ASC, donde
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el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo comprende una
regidén variable de cadena pesada (VH) y una regidn variable
de cadena ligera (VL), donde la regidén VH amino La secuencia
de &cido comprende HCDR1 de SEQ ID NO: 6, HCDR2 de SEQ ID
NO: 7 y HCDR3 de SEQ ID NO: 8, o una variante de la misma
que tiene al menos una sustitucidén de aminoadcido en HCDRI1,
HCDR2 y/o HCDR3.

[00403] 45. Un anticuerpo monoclonal o un fragmento de
anticuerpo del mismo que se une especificamente a ASC, donde
el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo comprende una
regidén variable de cadena ligera (VL) y una regidén variable
de cadena pesada (VH), donde la regidén VL amino La secuencia
de 4cido comprende LCDR1 de SEQ ID NO: 12, LCDR2 de SEQ ID
NO: 13 y LCDR3 de SEQ ID NO: 14, o una variante de las
mismas que tiene al menos una sustitucidédn de aminodcido en
LCDR1, LCDR2 y/o LCDR3.

[00404] 46. Un anticuerpo monoclonal o un fragmento de
anticuerpo del mismo que se une especificamente a ASC, donde
el anticuerpo o el fragmento de anticuerpo comprende una
regidén variable de cadena pesada (VH) y una regidn variable
de cadena ligera (VL), donde la regidén VH amino la secuencia
de &cido comprende HCDR1 de SEQ ID NO: 6, HCDR2 de SEQ ID
NO: 7 y HCDR3 de SEQ ID NO: 8, o una variante de la misma
que tiene al menos una sustitucidén de aminodcido en HCDRI1,

HCDR2 y/o HCDR3; y donde la secuencia de aminodcidos de la
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regién VL comprende LCDR1 de SEQ ID NO: 12, LCDR2 de SEQ ID
NO: 13 y LCDR3 de SEQ ID NO: 14, o una variante de la misma
que tiene al menos una sustitucidén de aminoacido en LCDRI1,
LCDR2 y/o LCDR3.

[00405] 47. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidn 44, en donde
la secuencia de aminoacidos de la regidén VH comprende SEQ

ID NO: 18, 19, 20, 21, 22, o una secuencia de aminoéacidos

o°

que es al menos del 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a 1la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 18, 19, 20, 21 o 22.
[00406] 48. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 45, en donde
la secuencia de aminoacidos de la regidén VL comprende SEQ
ID NO: 28, 29, 30, 31, o una secuencia de aminodcidos gue
es al menos el 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 28, 29, 30 o 31.

[00407] 49. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminoadcidos de la regién VH comprende SEQ
ID NO: 18, 19, 20, 21, 22, o una secuencia de aminoédcidos
que es al menos del 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a 1la
secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 18, 19, 20, 21 o 22;
y en donde la secuencia de aminodcidos de la regidédn VL
comprende SEQ ID NO: 28, 29, 30, 31, o una secuencia de

aminoacidos qgue es al menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
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idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 28,
29, 30 o 31.

[00408] 50. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminoadcidos de la regidén VH comprende 1la
SEQ ID NO: 18, o una secuencia de aminocédcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 18; y en donde la secuencia de
aminoacidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 28 o
una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 28.

[00409] 51. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende la
SEQ ID NO: 18, o una secuencia de aminocadcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoédcidos de SEQ ID NO: 18; y en donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 29 o
una secuencia de aminoacidos gque es al menos 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 29.

[00410] 52. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de

anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde

la secuencia de aminoacidos de la regidn VH comprende 1la
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SEQ ID NO: 18, o una secuencia de aminocédcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 18; y en donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 30 o

una secuencia de aminoacidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,

98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ
ID NO: 30.

[00411] 53. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidén 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende 1la
SEQ ID NO: 18, o una secuencia de aminocédcidos gque es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 18; vy donde la secuencia de

aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 31 o

una secuencia de aminodcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,

98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ
ID NO: 31.

[00412] 54. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende 1la
SEQ ID NO: 19, o una secuencia de aminocédcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 19; y en donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 28 o

o)

una secuencia de aminoacidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,
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98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID
NO: 28.

[00413] 55. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminoadcidos de la regidén VH comprende 1la
SEQ ID NO: 19, o una secuencia de aminocédcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 19; y en donde la secuencia de
aminoacidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 29 o
una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 29.

[00414] 56. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende la
SEQ ID NO: 19, o una secuencia de aminoacidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoédcidos de SEQ ID NO: 19; y en donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 30 o
una secuencia de aminoacidos gque es al menos 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ
ID NO: 30.

[00415] 57. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde

la secuencia de aminoacidos de la regidn VH comprende 1la
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SEQ ID NO: 19, o una secuencia de aminocdcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 19; y donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 31 o

una secuencia de aminoacidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,

98% o 99% i1déntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ
ID NO: 31.

[00416] 58. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidén 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende 1la
SEQ ID NO: 20, o una secuencia de aminodcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 20; y en donde la secuencia de
aminoadcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 28 o

una secuencia de aminodcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,

98

o°

o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 28.

[00417] 59. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende 1la
SEQ ID NO: 20, o una secuencia de aminodcidos gque es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 20; y en donde la secuencia de
aminoadcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 29 o

o)

una secuencia de aminodcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,
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98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID
NO: 29.

[00418] 60. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminoadcidos de la regidén VH comprende 1la
SEQ ID NO: 20, o una secuencia de aminoadcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 20; y en donde la secuencia de
aminoacidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 30 o
una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 30.

[00419] 61. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende la
SEQ ID NO: 20, o una secuencia de aminocadcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoédcidos de SEQ ID NO: 20; vy donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 31 o
una secuencia de aminoadcidos que es al menos 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 31.

[00420] 62. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de

anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde

la secuencia de aminoacidos de la regidén VH comprende la
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SEQ ID NO: 21, o una secuencia de aminocédcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 21; y en donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 28 o
una secuencia de aminoadcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,

98

o°

o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 28.

[00421] 63. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende la
SEQ ID NO: 21, o una secuencia de aminocédcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 21; y en donde la secuencia de
aminoadcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 29 o

una secuencia de aminodcidos que es al menos 95%, 96%, 97%,

98

o°

o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 29.

[00422] 64. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende la
SEQ ID NO: 21, o una secuencia de aminocédcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 21; y en donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 30 o

o)

una secuencia de aminoacidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,
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98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoadcidos de la SEQ
ID NO: 30.

[00423] 65. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidédn VH comprende la
SEQ ID NO: 21, o una secuencia de aminocédcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 21; vy donde 1la secuencia de
aminoacidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 31 o
una secuencia de aminoacidos que es al menos 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 31.

[00424] 66. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende la
SEQ ID NO: 22, o una secuencia de aminocadcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoédcidos de SEQ ID NO: 22; vy en donde la secuencia de
aminodcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 28 o
una secuencia de aminoacidos gque es al menos 95%, 96%, 97%,
98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 28.

[00425] 67. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de

anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde

la secuencia de aminoacidos de la regidn VH comprende 1la
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SEQ ID NO: 22, o una secuencia de aminocédcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 22; y en donde la secuencia de
aminoédcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 29 o
una secuencia de aminoacidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,

98

o°

o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 29.

[00426] 68. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidén 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende 1la
SEQ ID NO: 22, o una secuencia de aminocédcidos gque es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 22; y en donde la secuencia de

aminoadcidos de la regidén VL comprende la SEQ ID NO: 30 o

una secuencia de aminodcidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,

98% o 99% idéntica a la secuencia de aminodcidos de la SEQ
ID NO: 30.

[00427] 69. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de la forma de realizacidédn 46, en donde
la secuencia de aminodcidos de la regidén VH comprende 1la
SEQ ID NO: 22, o una secuencia de aminocidcidos que es al
menos 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 22; vy donde la secuencia de
aminodcidos de la regidédn VL comprende la SEQ ID NO: 31 o

o)

una secuencia de aminoacidos gue es al menos 95%, 96%, 97%,
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98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 31.

[00428] 70. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de una cualquiera de 1las formas de
realizacién 44-69, en donde la ASC es una proteina ASC
humana.

[00429] 71. E1 fragmento de anticuerpo monoclonal de
cualquiera de las formas de realizacidén 44-70, en donde el
fragmento de anticuerpo es un Fab, un F(ab’)2, un Fab’, un
scFv, un anticuerpo de dominio Unico, un diacuerpo o© un
Anticuerpo de camélido monocatenario.

[00430] 72. E1 anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de una cualgquiera de las formas de
realizacidén 44-71, en donde el anticuerpo monoclonal o el
fragmento de anticuerpo del mismo es humano, humanizado o
quimérico.

[00431] 73. Una molécula de &cido nucleico aislada que
codifica el anticuerpo monoclonal o el fragmento de
anticuerpo del mismo de una cualgquiera de las formas de
realizacidén 44-72.

[00432] 74. Un vector de expresidn que comprende la molécula
de acido nucleico de la forma de realizacidn 73.

[00433] 75. El1l vector de expresidn de la forma de realizacidn

32, en donde la molécula de adcido nucleico estéa
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operativamente unida a secuencias reguladoras adecuadas
para la expresidédn del segmento de acido nucleico en una
célula huésped.

[00434] 76. Una célula huésped recombinante que comprende el
vector de expresidn de la forma de realizacidén 74 o 75.
[00435] 77. Un método para producir un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo que se une especificamente a ASC,
comprendiendo el método: cultivar una célula huésped
recombinante gque comprende el vector de expresidén de la
forma de realizacidén 74 o 75 en condiciones en las que la
molécula de 4cido nucleico se expresa, por lo tanto producir
el anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del
mismo que se une especificamente a ASC.

[00436] 78. Una composicidén farmacéutica que comprende el
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo
de una cualgquiera de las formas de realizacidén 44-72, y un
portador, diluyente o) excipiente farmacéuticamente
aceptable.

[00437] 79. Un método para tratar la inflamacidén en un
sujeto, el método comprende administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo monoclonal
o el fragmento de anticuerpo del mismo de cualguiera de las
formas de realizacidn 44-72, tratando asi la inflamacidén en

el sujeto.
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[00438] 80. E1 método de la forma de realizacidén 79, en donde
la administracidén del anticuerpo monoclonal o el fragmento
de anticuerpo del mismo reduce los niveles de al menos
citogquina inflamatoria.

[00439] 81. E1 método de la forma de realizacidén 80, en donde
la inflamacidén es una inflamacidén relacionada <con el
inflamasoma.

[00440] 82. E1 método de la forma de realizacidén 81, en donde
la inflamacién relacionada con el inflamasoma estd asociada
con una lesidén del sistema nervioso central (SNC), una
enfermedad autoinmune, autoinflamatoria, metabdlica o
neurodegenerativa.

[00441] 83. E1 método de la forma de realizacidén 82, en donde
la lesidén del SNC se selecciona del grupo gque consiste en
lesidén cerebral traumdtica (TBI), accidente cerebrovascular
y lesidén de la médula espinal (SCI).

[00442] 84. E1 método de la forma de realizacidén 82, en donde
la enfermedad autoinmune o neurodegenerativa es esclerosis
lateral amiotrdfica (ELA), enfermedad de Alzheimer,

enfermedad de Parkinson, distrofia muscular (DM), lupus

eritematoso sistémico, nefritis lapica, artritis
reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal. (por
ejemplo, enfermedad de Crohn vy «colitis wulcerante) o)

esclerosis multiple (EM).
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[00443] 85. E1 método de la forma de realizacidén 82, en donde
la enfermedad autoinflamatoria es el sindrome periddico
asociado a criopirina (CAPS).

[00444] 86. E1 método de la forma de realizacidén 85, en donde
el CAPS se selecciona de sindrome autoinflamatorio por frio
familiar (FCAS), sindrome de Muckle-Wells (MWS) %
enfermedad inflamatoria multisistémica de inicio neonatal
(NOMID) .

[00445] 87. E1 método de la forma de realizacidén 82, en donde
la enfermedad metabdlica es sindrome metabdlico, obesidad,
diabetes mellitus, nefropatia diabética o enfermedad renal
diabética (DKD), resistencia a la insulina, aterosclerosis,
trastorno por almacenamiento de lipidos, enfermedad por
almacenamiento de glucdégeno, deficiencia de acil-coenzima
A deshidrogenasa de cadena, enfermedad de higado graso no
alcohélico (por ejemplo, esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH)) y gota.

[00446] 88. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizaciédn 79-87, en donde la administracién del
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo
da como resultado la inhibicidén de 1la activacidédn del
inflamasoma en el sujeto.

[00447] 89. E1 método de una cualquiera de las formas de

realizacidn 79-87, en donde la administracioén del
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anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo
da como resultado una reduccidén en la actividad de ASC en
comparacidén con un control.

[00448] 90. E1 método de la forma de realizacidén 89, en donde
el control es un sujeto no tratado.

[00449] 91. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizaciédn 79-90, en donde la administracién es
intracerebroventricular, intraperitoneal, intravenosa o por
inhalaciédn.

[00450] 92. Un método para tratar la esclerosis miltiple (EM)
en un sujeto, el método comprende administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo monoclonal
o el fragmento de anticuerpo del mismo de cualguiera de las
formas de realizacidn 44-72, tratando asi la EM en el
sujeto.

[00451] 93. E1 método de la forma de realizacidén 92, en donde
la administracidén del anticuerpo monoclonal o el fragmento
de anticuerpo del mismo reduce los niveles de al menos
citoquina inflamatoria.

[00452] 94. E1 método de la forma de realizacidén 92, en donde
la administracidén del anticuerpo monoclonal o el fragmento
de anticuerpo del mismo da como resultado la inhibicidén de

la activacidédn del inflamasoma en el sujeto.
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[00453] 95. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidén 92-94, en donde la administracién del
anticuerpo monoclonal o el fragmento de anticuerpo del mismo
da como resultado una reduccidén en la actividad de ASC en
comparacidén con un control.

[00454] 96. E1 método de la forma de realizacidén 95, en donde
el control es un sujeto no tratado.

[00455] 97. E1 método de una cualquiera de las formas de
realizacidén 92-90, en donde la administracién es
intracerebroventricular, intraperitoneal, intravenosa o por

inhalaciédn.

[00456] Las diversas formas de realizacidén descritas
anteriormente se pueden combinar para proporcionar formas
de realizacidén adicionales. Todas las patentes de EE. UU.,
Publicaciones de solicitudes de patente de EE. UU.,
Solicitudes de patente de EE. UU., Patentes extranjeras,
solicitudes de patentes extranjeras y publicaciones gque no
son de patente a las que se hace referencia en esta
especificacidén se incorporan aqui como referencia, en su
totalidad. Los aspectos de las formas de realizacidn pueden
modificarse, si es necesario, para emplear conceptos de las
diversas patentes, solicitudes % publicaciones para

proporcionar atn mas formas de realizacidn.
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[00457] Estos y otros cambios se pueden realizar en las
formas de realizacidén a la luz de la descripcidn detallada
anteriormente. En general, en las siguientes
reivindicaciones, los términos utilizados no deben
interpretarse para limitar las reivindicaciones a 1las
formas de realizacidn especificas descritas en la
especificacién y las reivindicaciones, sino que deben
interpretarse para incluir todas las posibles formas de
realizaciédn junto con el alcance completo de los
equivalentes a los que tales las reivindicaciones tienen
derecho. Por consiguiente, las afirmaciones no estéan

limitadas por la divulgacién.

283



