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DESCRIPCION
Tratamiento de alergia con enterotoxina termolabil de E. coli destoxificada
Antecedentes de la invencién

El asma alérgica, mediada por respuestas inmunitarias de tipo Th2 patoldgicas, es un problema de salud importante
en los paises occidentales. Los sintomas de asma alérgica incluyen el aumento de la produccién de moco y de la
hiperreactividad de las vias respiratorias. La exposicién repetida a alérgenos es un importante factor que contribuye
a esta enfermedad.

Los esteroides y otros farmacos antiinflamatorios se utilizan habitualmente para el tratamiento del asma alérgica.
Estos medicamentos solo alivian los sindromes de asma y no impiden la aparicion de respuestas inmunitarias
alérgicas. Recientemente, se ha desarrollado una vacuna para la alergia como un enfoque preventivo. Una vacuna
tipica para la alergia contiene un alérgeno (por ejemplo, un alérgeno de polen o un alérgeno microbiano) para inducir
respuestas inmunitarias especificas y un adyuvante (por ejemplo, oligonucleétido CpG o una enterotoxina termolabil
de E. coli mutada) para mejorar las respuestas inmunitarias especificas de alérgeno. Por ejemplo, el documento JP
2003-012556 A ensefia una composicion farmacéutica para tratar enfermedades alérgicas. La composicion
comprende un antigeno como causa de la alergia y una sustancia inmunorreguladora (por ejemplo, toxina del célera
destoxificada (CT).

Sumario de la invencion

La presente invencién se basa en un descubrimiento inesperado de que una mutante de la enterotoxina termolabil
de E. coli desintoxicado, sola o en combinacion con un alérgeno, es eficaz en el tratamiento del asma alérgica.

En consecuencia, la presente invencidn proporciona una enterotoxina termolabil de E. coli destoxificada (LT) para su
uso en el tratamiento de la alergia en un sujeto mediante la administracion de una cantidad eficaz para inducir una
respuesta antialérgica en el sujeto. La LT destoxificada de la presente invencién contiene una subunidad A mutada
gue contiene una mutacion de aminoacido en la posicién correspondiente a la posicion 53, 61, 63, 69, 97, 104, 106,
110,0112 enla SEQ ID NO: 1

En el presente documento se describe un método para tratar la alergia (por ejemplo, asma alérgica) mediante la
administraciéon a un sujeto en necesidad del mismo (por ejemplo, un ser humano que padece o esta en riesgo de
padecer alergia) un mutante de LT destoxificada en una cantidad eficaz para inducir una respuesta antialérgica. El
mutante de LT destoxificado exhibe una toxicidad sustancialmente reducida en comparacién con su homélogo de
tipo silvestre. A saber, su nivel de toxicidad no supera el 1 % del de su homologo de LT de tipo silvestre cuando se
determina en el ensayo de células suprarrenales convencionales Y-1 o no supera el 10 % del homdlogo de tipo
silvestre cuando se determina en el ensayo de células Caco-2 convencionales.

La LT destoxificada usada en el método descrito en el presente documento puede contener una subunidad A
mutada, por ejemplo, una subunidad A mutante que incluye una sustitucion de aminoacido en la posicién
correspondiente a la posicién 61 o a la posicion 63 en la SEQ ID NO: 1 mostrada a continuaciéon. LTS61K y LTS63K
son dos ejemplos. La LT destoxificada, sola o en combinacién con un alérgeno, se puede formular en una
composicion farmacéutica para su administracion por via mucosa (por ejemplo, por via intranasal o sublingual) o por
otras vias (por ejemplo, administracion transcutanea).

También se describe la composicion farmacéutica mencionada anteriormente para su uso en el tratamiento de la
alergia mediante, por ejemplo, administracion mucosa 0 transcutanea, o para su uso en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento.

Los detalles de una o mas formas de realizacion de la invencion se indican en la descripcion que se presenta a
continuacion. Otras caracteristicas o0 ventajas de la invencion seran evidentes a partir de los siguientes dibujos y
descripcion detallada de diversas realizaciones y también a partir de las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos
Se describen primero los dibujos.

La Figura 1 es un diagrama que muestra un protocolo preventivo y un protocolo terapéutico para el tratamiento
de ratones con asma con el mutante de LT LTS61K, alérgeno Der p, o una combinacién de los mismos.

La Figura 2 es un grafico que muestra los niveles de AHR (representado por los valores de Penh) en ratones
tratados con LTS61K, Der p o una combinacion de los mismos (LTS61K/Der p) siguiendo el protocolo preventivo
mostrado en la figura 1. *: p < 0,05 (LTS61 K-Der p frente a soluciéon salina normal). +:p<0,05 (LTS61K/Der p
frente a Der p solo). ++: P < 0,01 (LTS61 K/Der p frente a Der p solo). Los valores p se obtuvieron mediante
ANOVA de dos vias. LT representa LTS61K.
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La Figura 3 es un diagrama que muestra los niveles de ciertas citocinas (A: IL-5; B: TNF-q; C: IL-12; D: Eotaxina;
y E: TARC) en fluidos de lavado broncoalveolar (BAL) de los ratones tratados con LTS61K, Der p o0 una
combinacién de los mismos (LTS61 K/Der p) siguiendo el protocolo terapéutico mostrado en la figura 1. *: p <
0,05 (LTS61K frente al control o LTS61K/Der p frente a solucién salina normal). +: p < 0,05 (LTS61K frente a Der
p solo o LTS61K/Der p frente a Der p solo). ++: p < 0,01 (LTS61K frente a Der p solo o LTS61K/Der p frente a
Der p solo). Los valores de p se obtuvieron mediante pruebat de Student. LT representa LTS61K.

La Figura 4 es un diagrama que muestra el suero (panel a) y los niveles de fluido de BAL (panel b) de IgA
especifica DE Der-p en los ratones tratados con LTS61K, Der p 0 una combinacion de los mismos (LTS61K/Der
p) siguiendo el protocolo preventivo mostrado en la figura 1. *: p < 0,05 (LTS61K/Der p frente a Der p solo). ++: p
< 0,01. (LTS61K/Der frente a solucidon salina normal). Los valores de p se obtuvieron mediante prueba t de
Student. LT representa LTS61K.

La Figura 5 es un diagrama que muestra el suero (panel a) y los niveles de fluido de BAL (panel b) de IgA
especifica DE Der-p en los ratones tratados con LTS61K, Der p o una combinacion de los mismos (LTS61K/Der
p) siguiendo el protocolo terapéutico mostrado en la figura 1. *: p < 0,05 (LTS61K/Der p frente a Der p solo). +: p
< 0,05 (LTS61 K/Der p frente a solucién salina normal). Los valores de p se obtuvieron mediante prueba t de
Student. LT representa LTS61K.

Descripcion detallada de la invencion

En el presente documento se describe un método para tratar la alergia (por ejemplo, asma alérgica) con una
cantidad eficaz de un mutante e LT destoxificado, solo o en combinacién con un alérgeno. El término "tratar", como
se usa en el presente documento, se refiere a la aplicacion o administracion de una composicién que incluye uno o
mas agentes activos a un sujeto, que tiene una enfermedad alérgica, un sintoma de la enfermedad alérgica o una
predisposicién hacia la enfermedad alérgica, con el propdsito de curar, sanar, aliviar, mitigar, alterar, remediar,
recuperar, mejorar o afectar a la enfermedad, los sintomas de la enfermedad o la predisposicion a la enfermedad.
"Una cantidad eficaz" del mutante LT destoxificado utilizado en los métodos descritos se refiere a la cantidad del
mutante de LT necesaria para conferir efectos terapéuticos en un sujeto, es decir, inducir una respuesta antialérgica,
aliviando de ese modo los sintomas alérgicos en el sujeto. Las respuestas antialérgicas incluyen la inhibicion de la
infiltracion y reclutamiento de células inmunes activadas asociadas con respuestas alérgicas, la mejora de la
secrecion de IgA (particularmente IgA no especifica de antigeno), la reducciéon de la secrecion de TARC vy la
supresion de las respuestas inmunitarias de tipo Th2. Las respuestas inmunitarias de tipo Th2 se caracterizan por la
liberacion de citocinas de tipo Th2 (por ejemplo, IL-4, IL-5, IL-10 y IL-13), lo que lleva a la generacion de inmunidad
humoral, activacion de eosindfilos, regulacién de la respuesta inmunitaria celular y estimulacién de la produccién de
IgE. Las cantidades eficaces varian, tal como reconocen los expertos en la materia, dependiendo de la via de
administracion, uso de excipientes y uso conjunto con otros agentes activos.

Un mutante de LT destoxificado adecuado para su uso en los métodos descritos muestra una citotoxicidad reducida
sustancialmente en relacion con su homologo de tipo silvestre, tal como se determina en el ensayo de células
suprarrenales Y-1 o el ensayo de células Caco-2, ambos conocidos bien en la materia. Véase, por ejemplo, David et
al., 1975, Infection and Immunity, 11:334-336; Cheng et al., 1999, Vaccine 18:38-49; Grant, C.C. et al., 1994,
Infection and Immunity, 62:4270-4278; Cheng, E. et al, 2000, Vaccine, 18:38-49; y Park, E. J. et al, 1999,
Experimental and molecular medicine, 31: 101-107. A continuacién se presentan breves descripciones de estos dos
ensayos.

Para realizar el ensayo de células suprarrenales Y-1, se pueden sembrar células de tumor suprarrenal Y-1 (ATCC
CCL-79), preferentemente mantenidas en medio F12 de Ham suplementado con suero de caballo al 1,5 %, suero
fetal bovino al 2,5%, L-glutamina 2mM y 1,5 g/l de bicarbonato, en placas de fondo plano de 96 pocillos a una
concentracion de 2 x 10™ células por pocillo (200 ul/pocillo) a 37 T en 5 % de CO, durante 48 horas. Las células se
lavan varias veces con 1x PBS (pH 7,4) y después se tratan con una LT de ensayo (bien LT de tipo silvestre o LT
mutada) a varias concentraciones a 37 T con sumini stro de 5 % de CO,. Aproximadamente 24 horas después del
tratamiento, las células se pueden observar bajo un microscopio 6ptico para examinar aparicién de redondeo celular.
La toxicidad de la LT en la muestra de ensayo se define como la concentracién minima de LT requerida para iniciar
el redondeo celular (CE;) o la concentracion de LT necesaria para inducir el 50 % de redondeo celular (CEsg).

El ensayo de células Caco-2 se puede realizar del siguiente modo. Las células Caco-2 (ATCC HTB-37) se
mantienen en medio MEM-a suplementado con 20 % de FBS en una placa de 24 pocillos a una concentracion de 5 x
10* células por pocillo. Cuando las células se encuentran cerca de 100 % de confluencia, el medio de cultivo se
reemplaza con MEM-a suplementado con 1 % de FBS y 3-isobutil-1-metilxantina 1 mM (IBMX). Después de incubar
durante 30 minutos con suministro de 5% de COg, las células se mezclan con una LT de ensayo y se incuban
durante 4 horas. Las células se lavan varias veces con PBS frio, se mezcla con 200 pl de HCI 0,1 N durante 15
minutos a temperatura ambiente, y después se lisan, se recogen los sobrenadantes. Los niveles de AMPc en los
sobrenadantes, que representan el nivel de toxicidad del LT de ensayo, se determinan mediante ELISA usando, por
ejemplo, el kit proporcionado por los disefios del ensayo; Correlacion-EIA.

El mutante de LT destoxificado se puede preparar mediante la introduccion de una o mas mutaciones en una LT de
tipo silvestre, ya sea en su subunidad A o en su subunidad B, a través de tecnologia de ingenieria genética
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convencional. A continuacidon se muestran las secuencias de aminoacidos de una subunidad A de tipo silvestre
(forma madura) y una subunidad B de tipo silvestre, y una secuencia de nucleétidos que codifica tanto las
subunidades A como B.

Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:1) de LT A, MADURA

NGDELYRADS RPPDEIERSC GLMPRGHNEY  FDRGTOMNIN LYDHARGTOT GFVREYDDGYV. 60
STSLELRESAR LAGQOSILEGY STYYIYVIAT APNMPNVNDY LGVYSPHPYE OBEVSALGGIR 120
YEQIYCWYRV NFGVIDERLH RNREYRDEYY RENLNIAPAED GYRLAGFRPD HOAWREEPWI 180
HEHAPQGCGNS SETITGDTCHN EETQNLETIY LEEVOSKVER QIFPSDYQSEV NRIRENEL 240

Secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:2) de LT g MADURA

MNEVEKCYVLE TALLSSLCAY GAPOSITELC BEYRNTOIYT INDKILSYTE SMAGKREMVI 60
ITFKSGATFQ VEVPGSOHID SOKKATERMK DTLRITYLTE TKIDKLCVWN NKTPNSIAAT 120
SMEN

Secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO:3) de LT (Subunida d A: 1-777; Subunidades B: 774-1148)

atgaaaaata
gacaaattat
atgcodagag
gatocadgoga
totottagtt
tactatatat
gbatacagog
cagatatatyg
agggaatata
agattageayg
goaccacaag
acocagaato
tkttoagact
aagtaaaatyg
cocagtotat
dcaagabact
ttaagagogy
aaadagecat
thtgataaatt

Eaacttteoat
accgtgotga
gguataatga
gaggaacaca
tgagaagtygn
abgttatage
choaccoata
gatagtatog
gagaccggta
gtibtoccace
gttgtggaan
tgagoacaat
atcagtoaga
ttatgtttta
tacagaacta
dtcatatacy
cgcaacattt
Lgaadggaty
atgtgtatygg

tttbbbtate
ctotagaoon
gtacticgat
aacoggottt
tcactbtagea
gacagoacosa
tgaacaggag
tgttaattbt
ttacagaaat
ggatcadoaa
ttoatocasga
atatcbaagg
ggttgacata
tttacggegt
tgttcggaat

ttattagcat
codgatgaaa
agaggadcto
gtoagatatyg
ggacagtota
aatatgttta
gtttoctgogt
ggbgtgattg
ctygaatatayg
gotbaggagag
acaattacag
aaatatcaat
tataacagaa
Lacdtatocka
atcgraacac

gaatogatay
caggbogaag
aaggacacat
aataatadaa

caggaaaag
toocogggoag
Caagaatodc
cocooaatto

cdgcoactata
tagaacatte
aaatgaatat
atgacggata
tattatoagyg
atgttaatga
taggtggaat
atgaacgatt
ctooggoaga
aagaactoby
gtgatactty
caaaagttaa
tteggaatyga
tetatgbtgoa
acaaatatat
dgaaatggtt
toadcatata
atatcbgaco
aatbgoggca

tgcaaatgge
cggaggtott
taatotttat
tgtttdoact
atattooact
tgtattaggo
agodtattoh
acatogtaac
ggatggtbtac
gattcatoat
taatgaggayg
gaggoagata
attatgaata
tacggagote
acgabaaatyg
atcattacat
gactoocaaa
gagaccaaaa
atcagtatgg

64
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
260
1020
1080
1140

agaactag

El mutante de LT destoxificado contiene una subunidad A mutada que incluye un residuo mutado en una posicion
esencial para su actividad de ADP-ribosiltransferasa, por ejemplo, la posicién 53, 61, 63, 69, 97, 104, 106, 110 0 112
en la SEQ ID NO:1. Véase la patente de Estados Unidos 6.149.919, US 20081012078, Cieplak et al., J. Biol. Chem.
270(51):30545-30550, 1995; y Cheng et al., Vaccine 18:38-49, 2000. En la mutante de LT, las subunidades Ay B
forman la estructura tipica ABs de holotoxina. En un ejemplo, el mutante de LT destoxificado (LTS61K) contiene una
subunidad A mutada que incluye K en la posicion 61 en la SEQ ID NO: 1 y una subunidad B de tipo silvestre. En otro
ejemplo, el mutante de LT destoxificado (LTS63K) contiene una subunidad A mutada que incluye K en la posicién 63
en la SEQ ID NO: 1 y una subunidad B de tipo silvestre.

Otros mutantes de LT destoxificadas se divulgan en el documento US2001/0044416, Nawar et al., Infection and
Immunity 73(3): 1330-1342 (2005), Komase et al., Vaccine 16(2):248-254, 1993; Magagnoli et al., Infection and
Immunity 64(12):5434-5438, 1996; El documento W0O99/47164 y la patente de Estados Unidos 6.818.222.

Un mutante de LT destoxificada se puede preparar a través de tecnologia recombinante convencional. Por ejemplo,
las secuencias de nucleoétidos que codifican las subunidades A y B de un mutante de LT se pueden insertar en un
casete de expresion y expresarse en una célula huésped (por ejemplo, una célula de E. coli). Las subunidades Ay B
pueden autoreensamblarse en la célula huésped para formar una holotoxina, que puede aislarse de la célula
huésped mediante, por ejemplo, cromatografia. Véase el documento US20081012078. La toxicidad del mutante de
LT preparado de este modo se puede determinar en el ensayo de células suprarrenales Y-1 o en el ensayo de
células Caco-2, ambos descritos anteriormente y los que presentan toxicidad sustancialmente reducida se identifican
para su uso en el método descrito en el presente documento.

Cualquiera de los mutantes de LT destoxificados, ya sea solos o en combinaciéon con uno o mas alérgenos, se
puede utilizar para el tratamiento de la alergia. Un alérgeno es una sustancia capaz de inducir reacciones alérgicas,
es decir, reacciones inmunitarias mediadas por IgE, en un sujeto (por ejemplo, un ser humano) que ha estado
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expuesto varias veces al mismos. Puede ser cualquier proteina de origen natural, incluyendo alérgenos de polen (de
arboles, hierbas, maleza y alérgenos de polen de gramineas), alérgenos de insectos (alérgenos de inhalacion saliva
y veneno, tales como alérgenos de acaros, alérgenos de cucarachas y jejenes, y alérgenos de veneno de
himenopteros), alérgenos de pelo y de caspa de animales (de, por ejemplo, perro, gato, caballo, rata, ratén etc.), y
alérgenos alimentarios. Los alérgenos de polen importantes de arboles, pastos y hierbas son aquellos que se
originan de los 6rdenes taxonémicos de Fagales, Oleales, Pinales y platanaceae, incluyendo abedul (Betula), aliso
(Alnus), avellano (Corylus), carpe (Carpinus) y olivo (Olea), cedro (Cryptomeria y Juniperus), arbol del platano de
sombra (Platanus), el orden de Poales, incluyendo hierbas de los géneros Lolium, Phleum, Poa, Cynodon, Dactylis,
Holcus, Phalaris, Secale y Sorghum, los érdenes de Asterales y Urticales, incluyendo hierbas de los géneros
Ambrosia, Artemisia y Parietaria. Otros alérgenos de inhalacién importantes son aquellos que proceden de acaros
del polvo doméstico del género Dermatophagoides y Euroglyphus, acaros de almacenamiento, por ejemplo
Lepidoglyphys, Glycyphagus y Tyrophagus, los de cucarachas, mosquitos y pulgas, por ejemplo Blatella,
Periplaneta, Chironomus y Ctenocepphalides, y los de mamiferos, tales como de gato, de perro y de caballo,
alérgenos de venenos, incluyendo aquellos que se originan a partir de insectos que pican o muerden como los del
orden taxonémico de himendpteros, incluyendo abejas (superfamilia Apidae), avispas (superfamilia Vespidea) y
hormigas (superfamilia Formicoidae). Importantes alérgenos de inhalacion de hongos son, entre otros, los que
proceden de los géneros Alternaria y Cladosporium.

Los ejemplos de alérgenos para su uso en el método incluyen, pero no se limitan a los mismos, alérgenos de acaros
del polvo doméstico, polen de gramineas, polen de arboles y alérgenos alimentarios.

El alérgeno utilizado puede ser una proteina purificada preparada por un método convencional. Como alternativa,
puede ser un extracto preparado a partir de una fuente natural de un alérgeno deseado. Normalmente, un extracto
de alérgeno contiene una o mas isoformas del alérgeno.

El mutante de LT destoxificado o una combinacion del mutante de LT y uno o mas alérgenos se pueden formular en
una composicion farmacéutica (por ejemplo, una vacuna), que puede contener ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, tal como solucién salina tamponada con fosfato o una soluciéon de bicarbonato. El
vehiculo debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con el principio activo de la formulacién vy,
preferentemente, capaz de estabilizar el principio activo y no ser perjudicial para el sujeto que se va a tratar. El
vehiculo se selecciona sobre la base del modo y la via de administracién, y la practica farmacéutica estandar. Los
vehiculos y diluyentes farmacéuticos adecuados, asi como las necesidades farmacéuticas para su uso, se describen
en Remington’s Pharmaceutical Sciences.

En la técnica, los métodos para preparar vacunas se conocen generalmente bien, como se ilustra en las patentes de
Estados Unidos. 4.601.903; 4.599.231; 4.599.230; y 4.596.792. Se pueden preparar vacunas como inyectables, y
soluciones liquidas o emulsiones. El mutante de LT descrito en el presente documento o su combinaciéon con un
alérgeno puede mezclarse con excipientes fisiolégicamente aceptables, que pueden incluir, agua, solucion salina,
dextrosa, glicerol, etanol y combinaciones de los mismos.

La vacuna puede contener ademdas cantidades minoritarias de sustancias auxiliares, tales como agentes
humectantes o emulsionantes o agentes de tamponamiento del pH que potencian la eficacia de las vacunas. Las
vacunas pueden administrarse por via parenteral (por ejemplo, inyeccién, subcutanea o intramuscular, o
administracion transcutanea) o por via mucosa (por ejemplo, por via intranasal, sublingual u oral). De manera
alternativa, pueden ser deseables otros modos de administracion, incluyendo supositorios,formulaciones orales o
tépicas. Para supositorios, los aglutinantes y vehiculos pueden incluir, por ejemplo, polialquilenglicoles o triglicéridos.
Las formulaciones orales pueden incluir incipientes usados normalmente tales como, por ejemplo, calidades
farmacéuticas de sacarina, celulosa, carbonato de magnesio y similares. Estas composiciones adoptan la forma de
soluciones, suspensiones, comprimidos, pildoras, capsulas, formulaciones de liberacién sostenida o polvos.

La vacuna se administra de forma compatible con la formulacion de dosificacion y en una cantidad tal que sea
terapéuticamente eficaz, protectora e inmunogénica. En particular, la cantidad del mutante de LT destoxificado en la
vacuna debe ser suficiente para reducir las respuestas inmunitarias de tipo Th2. La cantidad que se va a administrar
depende del sujeto que se va a tratar, que incluyen, por ejemplo, la capacidad del sistema inmunolégico del individuo
para sintetizar anticuerpos, y, si es necesario, para producir una respuesta inmunitaria mediada por células. Las
cantidades precisas de principio activo requeridas para su administracién dependen del juicio del encargado de la
practica. Sin embargo, un experto en la técnica puede determinar faciimente los intervalos de dosificacion
adecuados y pueden ser del orden de microgramos del polipéptido descrito en el presente documento. Los
regimenes adecuados para la administracion inicial y las dosis de refuerzo también son variables, pero pueden
incluir una administracion inicial seguida de administraciones posteriores. La dosificacion de la vacuna también
puede depender de la via de administracion y varia segun el tamafio del huésped.

Sin abundar en mas detalles, se cree que un experto en la técnica puede, basandose en la descripcion anterior,
utilizar la presente invencién en su extension mas completa. Las siguientes realizaciones especificas deben, por lo
tanto, por lo tanto, interpretarse como meramente ilustrativas, y no limitativas del resto de la descripcion en modo
alguno.

Ejemplo 1: Supresién de respuesta inmunitarias de tip 0 Th2 en ratones con asma mediante LTS61K solo o
en combinacion con el alérgeno Der p
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En este estudio se usaron ratones BALB/c hembra (6~8 semanas). Estos ratones estaban en condiciones estandar
de comida/agua sin patdgenos especificos. Se tratd a los ratones se trataron siguiendo el protocolo preventivo o
terapéutico mostrado en la figura 1.

Protocolo preventivo

Se asigno aleatoriamente a los ratones a cuatro grupos, cada uno tratado con (i) solucién salina (10 pl por ratén), (i)
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p de Allergon, 20 pg por ratén), (iii) LT(S61K) (10 pg por raton), o (iv) LT(S61
K) (10 pyg) mezclados con Der p (20 ug), por ratén el dia 0, el dia 7 y el dia 14. Dos semana después, se sensibilizd
a os ratones con Der p dos veces (el dia 28 y el dia 35) y después se sometieron a exposicion respiratoria el dia 42.
Se les sacrific tres dia después.

Se examin6 a los ratones tratados de este modo para determinar los niveles de AHR. Mas especificamente, los
valores de Penh, que representan la resistencia dinamica de las vias respiratorias, se midieron en los ratones
tratados con diversas concentraciones de cloruro de acetil-B-metilcolina (metacolina) (Sigma-Aldrich) mediante
pletismografia del cuerpo entero sin restriccion (Buxco) antes del sacrificio. Como se muestra en la Figura 2, los
ratones tratados con LTS61K o la combinacién de LTS61K y Der p exhibieron valores de Penh bajos que los
tratados con solucién salina y Der p. Este resultado indica que LTS61K, ya sea solo o en combinacion con alérgeno
Der p, redujo el AHR en ratones con asma.

Se recogieron los fluidos del lavado broncoalveolar (BAL) de los ratones. Se conté el niUmero de células totales en
los fluidos de BAL después de tefiir con azul tripan. Los resultados obtenidos de este modo indican que habia menos
células presentes en los fluidos de BAL de los ratones tratados con LTS61K y LTS61K/Der p que en los fluidos de
BAL de los ratones tratados con solucién salina y Der p.

Los niveles de ciertas citocinas, por ejemplo, IL-2, IL-5, TNF-a, eotasina y TARC, en los fluidos de BAL se
determinaron mediante ELISA de tipo sandwich, utilizando kits de analisis de e-Bioscience y R & D DuoSet. No se
detectaron diferencias en las citocinas de tipo Thl, tales como IL-2, entre los ratones tratados con LTS61K o
LTS61K/Der p y los ratones tratados con solucién salina o Der p. Por otro lado, los niveles de las citocinas de tipo
Th2, es decir, IL-5, eotaxina y TARC, fueron menores en los ratones tratados con LTS61K- o LTS61K/Der p que en
los ratones tratados con solucién salina o Der p.

Ademas, se aislaron los esplenocitos de los ratones tratados y se cultivaron en placas de 24 pocillos a una densidad
de 1x10° células/pocillo en cRPMI suplementado con 10 % (v/v) de FBS, piruvato sédico 1 mM, 2-mercaptoetanol
50mM, L-glutamina 2 mM, aminoacido no esencial 1 mM, 100 U/ml de penicilina'y 100 pug/ml de estreptomicina). Los
esplenocitos fueron expuestos después a 10 pg de Der p durante de 2 a 3 dias y, a continuacioén, se recogieron los
sobrenadantes. Los niveles de IFN-y, IL-4 e IL- 10 en los sobrenadantes se determinaron usando kits de ELISA de
tipo sandwich proporcionados por R&D DuoSet. Ademas, se sembraron 1x10° esplenocitos en un pocillo de una
placa de 96 pocillos en presencia de 1 ug de Der py 0,1 ug o 1 ug de PHA-L (Sigma-Aldrich). La proliferacién celular
se examind usando un kit de CCK-8 (Dojindo) 48 o 72 horas mas tarde. Aunque no se observaron diferencias en la
proliferacién de esplenocitos entre los cuatro grupos de ratones, se observo un nivel inferior de ambas citocinas Thl
y Th2 en los ratones tratados con LT (S61K) o LT (S61K)/Der p en comparacion con el de los ratones tratados con
solucién salina.

En conjunto, los resultados tratados anteriormente muestran que LTS61K, ya sea sola o en combinacion con Der p,
suprimi6 la TARC y la respuesta inmunitaria de tipo Th2 cuando se administr6 a ratones con asma siguiendo el
protocolo preventivo.

Protocolo terapéutico.

En primer lugar, se sensibilizé a los ratones con Der p, que se mezclé con adyuvante incompleto de Freund (IFA,
Sigma-Aldrich) en un volumen igual, del modo siguiente. Se inyectd a cada ratén por via intradérmica 40 ug de Der p
el dia O y el dia 7 y se inyecté por via intratraqueal 50 ug de Der p con anestesia ligera mediante Zoletil 50 mas
Rompun el dia 14. Se asigno aleatoriamente a los ratones sensibilizados a cuatro grupos, a cada uno de los cuales
se administro por via intranasal (i) solucién salina (10 pl por ratén), (ii) Der p (20 pg por ratén), (iii) LT(S61K) (10 ug
por raton), y (iv) LT(S61 K) (10 pg) mezclados con Der p (20 ug), por ratén con anestesia suave 3 veces los dias 16,
18, 20. El dia 21, se inyectd a los ratones por via intratraqueal 50 ug de Der p y se les sacrificd 3 dias después (dia
24).

AHR vy las células totales infiltradas en los BALF se examinaron como se ha descrito anteriormente. Se observé un
nivel mas bajo de resistencia de las vias respiratorias en los ratones del grupo (ii) y el grupo (iv), en comparacion con
los ratones del grupo (i) y el grupo (iii). Ademas, el nimero de células en los BALF del grupo (iii) y el grupo (iv)
ratones eran inferiores a los de los BALF de los ratones del grupo (i) y el grupo (ll).

Los niveles de varias citocinas en los BALF se determinaron mediante ELISA de tipo sandwich como se ha descrito
anteriormente. Los niveles de citocinas, en particular las citocinas de tipo Th2 IL-5, TARC y eotaxina, fueron
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significativamente menores en los BALF de los ratones del grupo (iii) y el grupo (iv), tratados con LTS61K y su
combinacién con Der p, respectivamente, que en los BALF de los ratones del grupo (i) y el grupo (i), tratados con
solucién salina y Der p, respectivamente. Véase la figura 3.

Se aislaron esplenocitos de los ratones tratados; se determinaron su proliferacién y produccion de citocinas como se
ha descrito anteriormente. No se observaron diferencias significativas en la proliferacion de esplenocitos en los
cuatro grupos de ratones. Por otra parte, los niveles de IFN-y, IL-4 e IL-10 fueron significativamente inferiores en los
ratones del grupo (iii) y el grupo (iv), en comparacién con los ratones del grupo (i) y el grupo (ii).

En resumen, los resultados tratados anteriormente muestran que LTS61K, ya sea sola o en combinacién con Der p,
suprimia la TARC vy la respuesta inmunitaria de tipo Th2 cuando se administr6 a ratones con asma siguiendo el
protocolo terapéutico en la figura 1.

Ejemplo 2: Induccion local y sistémica de IgA especi  fica de alérgenos en ratones con asma mediante
tratamiento intranasal de LTS61K sola 0 en combinaci  én con Der p

Se ha publicado que la IgA especifica de alérgenos desempefia un papel protector en el asma alérgica. Los niveles
de IgA especifica de Der-p se examinaron tanto en ratones sometidos al protocolo preventivo como en ratones
sometidos al protocolo terapéutico (véase la figura 1) del siguiente modo. Una placa de mdltiples pocillos se recubrié
con Der p (10 pg/pocillo) en un tampén de recubrimiento (Na;CO315 mM y NaHCO3 35 mM, p = 9,6) a 4 C durante
la noche y, a continuacién, se lavé con PBST (0,05 % de Tween 20 en PBS) y se bloque6é mediante 0,5 % de BSA
(Sigma-Aldrich). Las muestras de suero o fluido de BAL de los ratones se diluyeron y se incubaron en la placa
recubierta a 4 C durante la noche. A continuacién, se afiadieron a la placa anticuerpos de tipo IgA anti-raton de
cabra conjugados con HRP (1:10000, Novus Biologicals). Después de lavar la placa con PBST, se afiadié a la
misma tetrametilbencidina (TMB, Clinical Science Products) para el desarrollo de la sefial. Como se muestra en las
figuras 4 y 5, la combinacién de LTS61K y Der p indujo la produccién de IgA anti-Der p en sangre y en BALF en los
ratones tratados siguiendo el protocolo preventivo o el terapéutico.
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REIVINDICACIONES

1. Una enterotoxina termolabil de E. coli destoxificada (LT) para su uso en el tratamiento de la alergia en las vias
respiratorias en un sujeto mediante administracion intranasal de una cantidad eficaz para inducir una respuesta
antialérgica en el sujeto, en donde la LT destoxificada es LTS61K, que contiene una subunidad A mutada que
contiene una mutacion de serina a lisina en la posicion correspondiente a la posicion 61 en la SEQ ID NO:1

y en donde LTS61K induce la respuesta antialérgica.

2. La LT destoxificada para su uso de la reivindicacion 1, que esta formulada en una composicién farmacéutica que
esta libre de alérgenos.

3. La LT destoxificada para su uso de la reivindicaciéon 1, que esta formulada en una composicion farmacéutica que
contiene un alérgeno.

4. La LT destoxificada para su uso de las reivindicaciones 1, 2, o 3, en donde el sujeto sufre o esta en riesgo de
sufrir asma.
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Fig. 1
Protocolo preventivo
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Protocolo terapéutico:

Dia 0 7 14 16 18 20 21 23 24

v
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v

T : tratamiento intranasal con (a) solucién salina normal (b) Der p (20 pg); (c)

LT(S61K) (10 pg): o (d) LT(S61K)/Der p (10 pg/20 pg)

: analisis de |la hiperreactividad de las vias respiratorias

sacrificio

>

: exposicion intratraqueal de las vias respiratorias con 50 pg de Der p

: sensibilizacidn e inyeccion intradérmica de refuerzo de 40 ug de Der p/IFA
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 4 (Cont.)
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Fig. 5
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Fig. S (Cont.)

(b) Fluido de BAL
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