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DESCRIPCION
Ac-TMP-2 para su uso en el tratamiento de la inflamacion

CAMPO DE LA INVENCION

ESTA INVENCION se refiere a Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-
TMP-2 para uso terapéutico para reducir, aliviar o prevenir la inflamacion en un sujeto, en la que la variante tiene al
menos un 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, asi
como a una composicion farmacéutica que comprende: (a) Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente
activo o variante de Ac-TMP-2, en donde la variante tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia de
aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, junto con un vehiculo, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable, y (b) al menos un agente adicional seleccionado del grupo que consiste en farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), aminosalicilatos, corticosteroides, inmunosupresores, agentes anti-citocinas
o del receptor anti-citocina seleccionados de agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-5, agentes anti-IL-13, agentes anti-
IL-17, y agentes anti-IL-6R, antibiéticos y combinaciones de los mismos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La inflamacidon es una reaccion no especifica orquestada por el sistema inmune en respuesta a una lesion o
amenaza percibida. Es una respuesta defensiva innata, que se distingue de las respuestas adaptativas adaptadas
con mayor precision del sistema inmune. La inflamacion puede funcionar de manera cooperativa con las respuestas
adaptativas del sistema inmunitario, que se desarrollan més lentamente pero estan mas dirigidas precisamente a un
agente daiino, tal como un patégeno, que pueda estar causando una lesién localizada.

Aunque se asocia con infeccion, la inflamacion se produce en respuesta a muchos tipos de lesiones, incluyendo
traumatismo fisico, quemaduras (por ejemplo, de radiacion, calor o materiales corrosivos), irritantes quimicos o
particulados, patégenos bacterianos o virales, y privacion localizada de oxigeno (isquemia). La inflamacién también
se asocia con enfermedades autoinmunes y reacciones alérgicas. La inflamacion incluye los sintomas clasicos de
enrojecimiento, calor, hinchazén y dolor, y puede estar acompafada de una funcién disminuida del érgano o tejido
inflamado. El documento WO 93/23063 A1 divulga composiciones enriquecidas para el factor inhibidor de neutréfilos
que inhiben la actividad de neutrdéfilos incluyendo la adhesién a células endoteliales vasculares, que son Utiles en la
terapia de afecciones que implican respuestas inflamatorias anormales o no deseadas.

Aunque se conocen varios métodos para tratar la inflamacion, todos ellos tienen limitaciones, particularmente con
respecto a la amplia eficacia de base. Por lo tanto, existe la necesidad de nuevos métodos para reducir, aliviar y/o
prevenir la inflamacion asociada con una diversidad de causas.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se dirige a compuestos y composiciones para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de la
inflamacion y/o enfermedades o afecciones asociadas con la inflamacién como se define en las reivindicaciones. En
una forma amplia, la divulgacién se refiere al uso de una o mas proteinas inhibidoras de metaloproteasas tisulares
derivables u obtenibles a partir de anquilostomas, incluyendo, pero sin limitaciéon, Ancylostoma caninum, para
reducir, aliviar y/o prevenir la inflamacion y/o enfermedades o afecciones asociadas con inflamacioén tales como el
asma y/o enfermedad inflamatoria del intestino.

La presente invencion se refiere a Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-
TMP-2 para uso terapéutico para reducir o aliviar la inflamacién en un sujeto, en la que la variante tiene al menos un
90 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2.

La presente invencién se refiere también a Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o
variante de Ac-TMP-2 para uso terapéutico para prevenir la inflamacién en un sujeto, en la que la variante tiene al
menos un 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2.

La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende: (a) Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un
fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2, en donde la variante tiene al menos un 90 % de identidad
de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, junto con un vehiculo, diluyente o
excipiente farmacéuticamente aceptable, y (b) al menos un agente adicional seleccionado del grupo que consiste en
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farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), aminosalicilatos, corticosteroides, inmunosupresores, agentes
anti-citocinas o del receptor anti-citocina seleccionados de agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-5, agentes anti-IL-13,
agentes anti-IL-17, y agentes anti-IL-6R, antibiéticos y combinaciones de los mismos.

En un aspecto, la divulgacién proporciona un método para reducir o aliviar la inflamacién en un sujeto, incluyendo el
método la etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de: (a) Ac-TMP-1 (SEQ ID NO:1) o un
fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-1, (b) Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento
biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2, o (c) una combinacion de (a) y (b).

En un ejemplo divulgado en el presente documento, este aspecto incluye ademas la etapa de administrar al sujeto al
menos un agente adicional.

De manera adecuada, de acuerdo con el ejemplo anterior, el al menos un agente adicional se selecciona del grupo
que consiste en farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), aminosalicilatos, corticosteroides,
inmunosupresores, agentes de agentes anti-citocinas/de citocinas (por ejemplo, agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-
5, agentes anti-IL-13, agentes anti-IL-17, y agentes anti-IL-6R), antibiéticos y combinaciones de los mismos.

En algunos ejemplos divulgados en el presente documento, la inflamacion estd asociada con o es secundaria a una
enfermedad, trastorno y/o afeccion en el sujeto, particularmente una enfermedad, trastorno y/o afeccion
inmunoldgica.

En ciertos ejemplos divulgados en el presente documento, la enfermedad es una enfermedad del tracto digestivo o
del sistema respiratorio.

En otro ejemplo divulgado en el presente documento, la enfermedad, trastorno y/o afeccién son refractarios a una
terapia basal.

De manera adecuada, de acuerdo con los ejemplos anteriores, la terapia basal comprende la administraciéon de al
menos un agente inicial seleccionado del grupo que consiste en farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE),
aminosalicilatos, corticosteroides, inmunosupresores, agentes de agentes anti-citocinas/de citocinas (por ejemplo,
agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-5, agentes anti-IL-13, agentes anti-IL-17, y agentes anti-IL-6R), antibiéticos y
combinaciones de los mismos.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para prevenir la inflamacion en un sujeto, incluyendo el
método la etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de: (a) Ac-TMP-1 (SEQ ID NO:1) o un
fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-1, (b) Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento
biologicamente activo o variante de Ac-TMP-2, o (c) una combinacion de (a) y (b).

En un ejemplo divulgado en el presente documento, este aspecto incluye ademas la etapa de administrar al sujeto al
menos un agente adicional.

En aun otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para tratar y/o prevenir una enfermedad inflamatoria del
intestino en un sujeto, incluyendo el método la etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz
de: (a) Ac-TMP-1 (SEQ ID NO:1) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-1, (b) Ac-TMP-2 (SEQ
ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2, o (¢c) una combinacién de (a) y (b).

En un ejemplo divulgado en el presente documento, este aspecto incluye ademas la etapa de administrar al sujeto al
menos un agente adicional.

De manera adecuada, de acuerdo con el ejemplo anterior, el al menos un agente adicional se selecciona del grupo
que consiste en farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), aminosalicilatos, corticosteroides,
inmunosupresores, agentes de agentes anti-citocinas/de citocinas (por ejemplo, agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-
5, agentes anti-IL-13, agentes anti-IL-17, y agentes anti-IL-6R), antibidticos y combinaciones de los mismos.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona un método para tratar y/o prevenir el asma en un sujeto,
incluyendo el método la etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de: (a) Ac-TMP-1 (SEQ
ID NO:1) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-1, (b) Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un
fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2, o (c) una combinacion de (a) y (b).
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En un ejemplo divulgado en el presente documento, este aspecto incluye ademas la etapa de administrar al sujeto al
menos un agente adicional.

De manera adecuada, de acuerdo con el ejemplo anterior, el al menos un agente adicional se selecciona del grupo
que consiste en farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), aminosalicilatos, corticosteroides,
inmunosupresores, agentes de agentes anti-citocinas/de citocinas (por ejemplo, agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-
5, agentes anti-IL-13, agentes anti-IL-17, y agentes anti-IL-6R), antibiéticos y combinaciones de los mismos.

Preferiblemente, el sujeto es un mamifero.
Mas preferiblemente, el sujeto es un ser humano.

Un aspecto adicional mas de la divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de: (a) Ac-TMP-1 (SEQ ID NO:1) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-
TMP-1, (b) Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2, o (c) una
combinacion de (a) y (b) junto con un vehiculo diluyente de excipiente farmacéuticamente aceptable.

En algunos ejemplos divulgados en el presente documento, la composicion farmacéutica puede comprender ademas
al menos un agente adicional.

El al menos un agente adicional puede seleccionarse del grupo que consiste en farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE), aminosalicilatos, corticosteroides, inmunosupresores, agentes de agentes anti-citocinas/de
citocinas (por ejemplo, agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-5, agentes anti-IL-13, agentes anti-IL-17, y agentes anti-
IL-6R), antibidticos y combinaciones de los mismos.

De manera adecuada, la composicion farmacéutica es para prevenir o tratar la inflamacién y/o para prevenir o tratar
una enfermedad o afeccion asociada con la inflamacion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Secuencia de nucledtidos y secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:1) de Ac-TMP-1 (Zhan et al.,
Am. J. Trop. Med. Hyg. 66: 238-44, 2002).

Figura 2. Secuencia de nucleétidos y secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO:2) de Ac-TMP-2 (Zhan et al.,
Mol. Biochem. Parasitology 162: 142-48, 2008).

Figura 3. La Ac-TMP-1 recombinante purificada protege contra la pérdida de peso inducida por TNBS.
Brevemente, los ratones recibieron el dia 0 una sola inyeccion intraperitoneal con 20 yg de Ac-TMP-1
(TIMP), o una inyeccion simulada de PBS (TNBS). Cinco horas mas tarde, recibieron una inyeccion
intrarrectal con 2,5 mg de acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico (comunmente denominado TNBS) en etanol
al 45 %, bajo anestesia suave. Desde el dia 0 hasta el dia 3, los ratones se monitorizaron monitoreados a
diario para determinar la pérdida de peso. El grupo de control (Control) no recibié ninguna inyeccion y no se
les administré6 TNBS. Ac-TMP-1 protegid significativamente a los ratones de la pérdida de peso mostrada
como media para cada grupo de ratones en comparacion con el grupo TNBS que recibié la inyeccion
simulada.

Figura 4. Ac-TMP-2 protege a los ratones contra el modelo de colitis inducida por TNBS. Los ratones se
trataron con Ac-TMP-2 o vehiculo (PBS) el dia 0. Cinco horas mas tarde, se anestesiaron y se les inyectd
intra-rectalmente una dosis de 2,5 mg de TNBS en etanol al 45 %. El peso, la apariencia general, las heces
y la movilidad se controlaron a diario. Los ratones tratados con Ac-TMP-2 perdieron significativamente
menos peso que el grupo de control de vehiculo. La puntuacién clinica (Que combina los otros parametros
monitorizados) de los ratones tratados con Ac-TMP-2 también se vio significativamente menos afectada que
los controles (*** P <0,001).

Figura 5. La Ac-TMP-2 recombinante purificada protege contra una patologia intestinal inducida por TNBS.
Brevemente, los ratones recibieron el dia 0 una sola inyeccion intraperitoneal con 20 pyg de Ac-TMP-2
(TIMP-2), o una inyecciéon simulada de PBS (TNBS). Cinco horas mas tarde, recibieron una inyeccion
intrarrectal con 2,5 mg de TNBS en etanol al 45 %, bajo anestesia suave. El dia 3, los ratones se
sacrificaron y se midieron la puntuacion clinica, la puntuacién macroscépica y la longitud del colon (véase,
Ruyssers et al., Inflamm. Bowel Dis. 15: 491-500, 2009 para métodos). El grupo de control (Control) no
recibié ninguna inyeccién y no se les administro TNBS.

Figura 6. La desnaturalizacién de Ac-TMP-2 con tratamiento de calor y proteasa elimina sus propiedades
protectoras en un modelo murino de colitis TNBS. La desnaturalizacién de Ac-TMP-2 mediante tratamiento
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con tripsina y la ebullicion abroga la proteccion inducida por Ac-TMP-2 en un modelo murino de colitis
inducida por TNBS como se muestra aqui con la puntuacion macroscépica (combinacion de adhesion de
colon, ulceracion, edema y engrosamiento de la pared).

Figura 7. Ac-TMP-1 protege contra la inflamacion en un modelo de ratdon de asma alérgica. La infiltracion
del lavado broncoalveolar (BAL) se disminuye en AcCES (proteinas excretoras/secretoras de Ancylostoma
caninum) y ratones tratados con Ac-TMP-1 recombinante. Los ratones se sensibilizaron con dos
inyecciones intraperitoneales (i.p.) de 20 ug de BSA en 2 mg de hidréxido de aluminio (alumbre) los dias 0 y
7. Los dias 14 a 21, a los ratones se les inyectaron i.p. 20 yg de BSA, AcES o Ac-TMP-1 (TIMP). Desde el
dia 18 hasta el 21, a los ratones se les inyectd por via intranasal (i.n.) 50 pg de BSA con un anestésico
suave. El dia 24, los ratones se sacrificaron y se recogieron BAL y pulmones. Brevemente, los ratones se
desangraron y se insertdé una canula en la traquea. Los pulmones se lavaron tres veces con 1 ml de PBS.
Para recuentos diferenciales de células de BAL, las células se tifieron con anticuerpos monoclonales anti-
CCR3, anti-Gr1, anti-CD3 y anti-CD19 y se analizaron mediante clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) usando un citdmetro de flujo FACS canto Il y el software Diva FACS. Los eosindfilos
se definieron como CCR3* CD3 CD19, los neutrdfilos como Gr-1hish CCR3-CD3- CD19, los linfocitos como
CD3* CD19".

Figura 8. Las citocinas Th2 de IL-5 e IL-13 disminuyen en AcES vy ratones tratados con Ac-TMP-1
recombinante. Las muestras de pulmén se homogeneizaron en solucién salina equilibrada de Hanks libre
de calcio y magnesio que contenia suero fetal de ternera al 5 %. Las células se reestimularon in vitro con 1
mg/ml de AcES o Ac-TMP-1, o se dejaron sin estimular durante tres dias a 37 °C. Se realizaron multiples
analisis de IL-5 e IL-13 con matriz citométrica de microesferas usando matriz FACS.

Figura 9. Experimento repetido que muestra la solidez de la proteccion mediada por Ac-TMP-1 en un
modelo de ratén de asma alérgica. La infiltracion del lavado broncoalveolar (BAL) disminuye en ratones
tratados con Ac-TMP-1. Las células BAL se recogieron y se analizaron mediante (FACS). Los eosindfilos se
definieron como CCR3* CD3-CD19,, los neutréfilos como Gr-1"gh CCR3- CD3- CD19, los linfocitos como
CD3* CD19*. El tratamiento con Ac-TMP-1 reduce significativamente la infiltracion de células Th2 tales
como los eosindfilos y los linfocitos en las vias respiratorias.

Figura 10. Las citocinas proinflamatorias IL-6, TNFa e IFNy disminuyen en ratones tratados con Ac-TMP-1
recombinante. Las muestras de pulmén se homogeneizaron en solucién salina equilibrada de Hanks libre
de calcio y magnesio que contenia suero fetal de ternera al 5 %. Las células se reestimularon in vitro con 1
mg/ml de ACES o Ac-TMP-1, o se dejaron sin estimular durante tres dias a 37 °C. Se realizaron multiples
analisis de IL-6, IL-12, TNFa, e IFNy con matriz citométrica de microesferas usando matriz FACS.

Figura 11. IL-17A disminuye en ratones tratados con Ac-TMP-1 recombinante. Las muestras de pulmon se
homogeneizaron en solucién salina equilibrada de Hanks libre de calcio y magnesio que contenia suero
fetal de ternera al 5 %. Las células se estimularon de nuevo in vitro con 1 mg/ml de AcES o Ac-TMP-1, o se
dejaron sin estimular durante 3 dias a 37 °C. Se analizaron multiples IL-17A y MCP-1 usando matriz
citométrica de microesferas.

Figura 12. Ac-TMP-1 previene la infiltracion celular de pulmén inducida por OVA en un modelo de ratdén con
asma. Las muestras de lavado broncoalveolar de ratones expuestos a OVA sin tratar demuestran una
elevacion significativa en el numero de células en comparaciéon con los ratones sin tratar (PBS). El
tratamiento con Ac-TMP-1, sin embargo, reduce significativamente la infiltracion celular total en muestras de
lavado broncoalveolar de ratones expuestos a OVA. De acuerdo con los recuentos de células totales
elevados, los recuentos de células diferenciales de las muestras de BAL de ratones expuestos a OVA no
tratados presentan una elevacioén significativa en eosindfilos y linfocitos. El tratamiento con Ac-TMP-1, sin
embargo, previno esta infiltracion eosindfila y linfocitica en los pulmones de ratones expuestos a OVA. No
hubo aumento en el numero total de células, eosindfilos, linfocitos o neutrdéfilos de los lavados peritoneales
de ratones expuestos a OVA. A diferencia de en el pulmoén, Ac-TMP-1 no alterd los recuentos totales de
células peritoneales. Sin embargo, causé una reduccién significativa en los eosindfilos peritoneales. Se
proporcionan datos de experimentos duplicados para BAL y recuentos de células totales de lavado
peritoneal.

Figura 13. Las citocinas Th2 disminuyen en el pulmén de ratones tratados con Ac-TMP-1. Se prepararon
extractos de proteina completa a partir de los pulmones de ratones individuales y se analizaron para
determinar el contenido de IL-5, IL-10 e IL-13 mediante matriz citométrica de microesferas (CBA). Los
niveles de IL-5, IL-10 e IL-13 se reducen significativamente tras el tratamiento con Ac-TMP-1. El tratamiento
con Ac-TMP-1 redujo los niveles de estas citocinas confirmando una disminucién de la inflamacién como se
ve en la Figura 12.

Figura 14. Las citocinas proinflamatorias disminuyen en el pulmén de ratones tratados con Ac-TMP-1. Se
prepararon extractos de proteina completa a partir de los pulmones de ratones individuales y se analizaron
para determinar el contenido de MCP-1 e IL-17A mediante matriz citométrica de microesferas (CBA).
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Ambas citocinas se redujeron en presencia de Ac-TMP-1.

Figura 15. Ac-TMP-2 previene la infiltracion celular de pulmén inducida por OVA en un modelo de ratén con
asma. Las muestras de lavado broncoalveolar de ratones expuestos a OVA no tratados demuestran una
elevacion significativa en eosindfilos, linfocitos y neutréfilos en comparacion con ratones sin tratar (PBS).
Por el contrario, no se observa tal elevacion en las muestras de lavado peritoneal de estos ratones. El
tratamiento con Ac-TMP-2 impidio significativamente esta infiltracion eosindfila, linfocitica y neutrdéfila en los
pulmones de ratones expuestos a OVA. Sin embargo, Ac-TMP-2 no tuvo un efecto significativo sobre los
recuentos de células diferenciales de muestras de lavado peritoneal.

Figura 16. Ac-TMP-2 protege a los ratones contra la infiltracion celular pulmonar inducida por OVA. (A) y (B)
Recuento celular diferencial en los fluidos de lavado broncoalveolar (A) y peritoneal (B) obtenidos. Se
obtuvieron BALF después de insertar una canula en la traquea y lavar con 3 x 1 ml de PBS. Los lavados
peritoneales se obtuvieron inyectando 3 x 5 ml de RPMI complementado con FCS al 5 % en el peritoneo.
Las células se tifieron con anticuerpos y se analizaron mediante citometria de flujo (FACSCanto Il). El
numero de eosindfilos (E) y linfocitos (L) en el liquido de lavado broncoalveolar (BALF) se redujo
significativamente (P <0,001) en ratones tratados con Ac-TMP-2 antes de las exposiciones con aerosol de
OVA. (B) No se detectaron tales diferencias en el nimero de células en el sitio de la inyeccién de Ac-TMP-2
(peritoneo), lo que resalta el hecho de que la proteccion contra la infiltracion celular se limita a los sitios de
inflamacion. Se proporcionan datos de experimentos duplicados para BAL y recuentos de células totales de
lavado peritoneal.

Figura 17. Las citocinas Th2 disminuyen en el pulmén de ratones tratados con Ac-TMP-2. Se prepararon
extractos de proteina completa a partir de los pulmones de ratones individuales y se analizaron para
determinar el contenido de IL-5 e IL-13 mediante matriz citométrica de microesferas (CBA). Los niveles de
tanto IL-5 como de IL-13 se reducen significativamente tras el tratamiento con Ac-TMP-2.

Figura 18. Las citocinas proinflamatorias IL-6 e IL-17A disminuyen en ratones tratados con Ac-TMP-2
recombinante. Se prepararon extractos de proteina completa a partir de los pulmones de ratones
individuales y se analizaron para determinar el contenido de IFN-y, IL-6 e IL-17A mediante matriz
citométrica de microesferas (CBA). No se observéd ningun cambio en los niveles de IFN-y, lo cual es de
esperar en nuestro modelo de asma, sin embargo, ambos niveles de IL-6 e IL-17A disminuyeron
significativamente con el tratamiento con Ac-TMP-2.

Figura 19. Ac-TMP-2 disminuye la infiltracion de las vias respiratorias en un modelo de ratéon de asma
cronica. Con el fin de investigar la proteccion a largo plazo y la eficacia de Ac-TMP-2 en la inflamacién
cronica de las vias respiratorias, los ratones se sensibilizaron con respecto a OVA y se estimularon dos
veces con 5 aerosoles diarios de OVA, con un periodo de reposo de 3 semanas entre estimulaciones. (A)
Infiltracion celular total de las vias respiratorias obtenida como se ha descrito anteriormente. (B) Recuento
celular diferencial. Si Ac-TMP-2 se administré durante la primera exposicion (+/-) o ambos conjuntos de
exposiciones (+/+), los ratones se protegieron significativamente de la infiltracion eosindfila de las vias
respiratorias (P <0,001).

Figura 20. Tratamiento preventivo y curativo de Ac-TMP-2 en el asma inducida por OVA. Para evaluar si Ac-
TMP-2 podria administrarse por via local (a través de inyecciones intranasales) y si se podria prevenir el
desarrollo de inflamacién al administrarse de forma preventiva (antes de las exposiciones a OVA) o de una
forma curativa (después de las exposiciones a OVA), los ratones se sensibilizaron con respecto a OVA y se
trataron con 4 en inyecciones i.n. de Ac-TMP-2 una semana antes de exponer los ratones a aerosoles de
OVA (preventivos) o con 4 inyecciones i.n. de Ac-TMP-2 dos dias después de que comenzasen las
exposiciones (curativo). (A) Infiltracion celular total de las vias respiratorias obtenida como se ha descrito
anteriormente. (B) Recuento celular diferencial. Si los ratones se trataron con Ac-TMP-2 de forma
preventiva o curativa, ambos grupos estuvieron significativamente protegidos de la infiltracion eosindfila de
las vias respiratorias (P <0,001).

Figura 21. Las citocinas Th2 se reducen en BALF en el tratamiento preventivo y curativo Ac-TMP-2. Se
prepararon extractos de proteina completa a partir de los pulmones de ratones individuales y se analizaron
para determinar el contenido de interleucina-5 e IL-13 mediante matriz citométrica de microesferas (CBA).
Los niveles tanto de IL-5 como de IL-13 se redujeron significativamente tanto tras el tratamiento preventivo
como tras el curativo con Ac-TMP-2 (P <0,01 y P <0,001).

Figura 22. Ac-TMP-2 induce la generacion de linfocitos T reguladores que se acumulan en la mucosa. Los
ratones sin tratar se trataron con inyecciones i.p. de Ac-TMP-2 o PBS (vcl) durante 6 dias y los ganglios
linfaticos mesentéricos (MLN), bazo y la lamina propia del intestino delgado se analizaron para determinar
la presencia de Tregs. (A) Las células se prepararon a partir de los nddulos linfaticos mesentéricos, bazo y
lamina propia de intestino delgado de ratones tratados o no con Ac-TMP-2. (B) Las células de MLN, bazo,
ganglio linfatico pilérico (PLN) y lamina propia del intestino delgado (LP) se tifieron con anticuerpos CCRO,
un marcador expresado exclusivamente en las células generadas en MLN, y se analizaron mediante
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citometria de flujo. Los datos muestran que Ac-TMP-2 induce una acumulacién significativa de Tregs en la
mucosa del intestino delgado y que la expresion de CCR9 en los Tregs que se encuentran en la lamina
propia sugiere que se originan en los ganglios linfaticos mesentéricos (P <0,05).

Figura 23. La proteccion mediada por Ac-TMP-2 contra la inflamacion depende de los linfocitos T
reguladores (Tregs). Para investigar la importancia de los Tregs en la proteccion inducida por Ac-TMP-2 en
este modelo de asma experimental, se agotaron selectivamente los Tregs usando toxina diftérica (DT) en
ratones transgénicos (ratones DEREG) disefiados para expresar el receptor DT bajo el promotor Foxp3,
que es el factor de transcripcion para Tregs. Los controles de tipo silvestre (C57B1/6) y los ratones DEREG
se sensibilizaron y expusieron a OVA. Los ratones tratados con Ac-TMP-2 que recibieron inyecciones de DT
para agotar los Tregs (ratones DEREG) tenian niveles comparables de inflamacién de las vias respiratorias
y de infiltracién BAL en ratones no tratados expuestos a OVA y expuestos a DT. Estos resultados sugieren
que los Tregs desempefian un papel esencial en la supresion de la inflamacién por Ac-TMP-2 en este
modelo de asma de ratén.

Figura 24. Los Tregs son importantes en la supresion de citocinas Th2 en ratones tratados con Ac-TMP-2.
Se prepararon extractos de proteina completa a partir de los pulmones de ratones individuales y se
analizaron para determinar el contenido de IL-5, IL-10 e IL-13 mediante matriz citométrica de microesferas
(CBA). Los niveles de IL-5, IL-10 e IL-13 se redujeron significativamente después del tratamiento con Ac-
TMP-2 en los ratones de tipo salvaje, mientras que no hubo diferencias significativas en los ratones DEREG
en los que los Tregs se agotaron tratados con Ac-TMP-2 (** P <0,0 y *** P <0,001).

Figura 25. Los Tregs inducidos por Ac-TMP-2 son importantes en la supresion de citocinas proinflamatorias.
Se prepararon extractos de proteina completa a partir de los pulmones de ratones individuales y se
analizaron para determinar el contenido de IFN-y, interleucina-6, IL-9 e IL-17A, IL-23, y MCP-1 mediante
matriz citométrica de microesferas (CBA). Los niveles de IFN-y estaban por debajo de los niveles de
deteccion (datos no mostrados) y solo IL-6 se regulé negativamente en los ratones de tipo salvaje en
presencia de Ac-TMP-2. Como se esperaba, los niveles de citocinas Th-1 y Th-17 permanecieron bajos o
inalterados en este modelo de asma de ratén.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a compuestos y composiciones para uso terapéutico en la reduccion, alivio y/o
prevencion de inflamaciéon y/o enfermedades o afecciones inflamatorias tales como asma y/o enfermedad
inflamatoria del intestino, como se define en las reivindicaciones. La invencion se basa, al menos parcialmente, en el
descubrimiento inesperado de que una o mas proteinas inhibidoras de metaloproteasas tisulares derivables u
obtenibles de anquilostomas incluyendo, pero sin limitacion, Ancylostoma caninum, pueden ser utiles para reducir,
aliviar y/o prevenir la inflamacion y/o enfermedades o afecciones inflamatorias tales como asma y/o enfermedad
inflamatoria del intestino en un sujeto.

En aspectos particulares, la invencién contempla Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o
variante de Ac-TMP-2, en donde la variante tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos con
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, para uso terapéutico en la reduccion, alivio y/o prevencion de la
inflamacion y/o enfermedad o afecciones inflamatorias tales como asma y/o enfermedad inflamatoria del intestino.

A lo largo de toda la memoria descriptiva, a menos que el contexto requiera otra cosa, las palabras "comprender”,
"comprende" y "que comprende" se entendera que implican la inclusién de un nimero entero o grupo de de niumeros
enteros indicado, pero no la exclusion de ningln otro numero entero o grupo de numeros enteros.

Como se usa en esta memoria descriptiva, los articulos indefinidos "un" y "una" pueden referirse a una entidad o a
una pluralidad de entidades (por ejemplo, proteinas) y no deben leerse ni entenderse como limitados a una sola
entidad.

En un aspecto, la invencion proporciona Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante
de Ac-TMP-2, en donde la variante tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 para uso terapéutico en un método para reducir o aliviar la
inflamaciéon en un sujeto, incluyendo el método la etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente
eficaz de: Ac-TMP-2 (SEQ ID NO: 2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2.

En otro aspecto, la invencion proporciona Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante

de Ac-TMP-2, en donde la variante tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2 para su uso en un método para prevenir la inflamaciéon en un sujeto,
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incluyendo el método la etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de Ac-TMP-2 (SEQ ID
NO:2) o una fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2.

Por "reduccién”, como en reduccion de la inflamacion en un sujeto, se refiere a una disminuciéon o un acortamiento
de un sintoma, aspecto o caracteristica que se asocia con la inflamacién (por ejemplo, enrojecimiento, calor,
hinchazoén y/o dolor), o del tiempo que un sujeto experimenta un sintoma, aspecto o caracteristica asociada con la
inflamacion. Dicha reducciéon no necesita ser absoluta para ser beneficiosa para el sujeto. Por "alivio", como en el
alivio de la inflamacion en un sujeto, se refiere a una reduccion de la gravedad o seriedad de un sintoma, aspecto o
caracteristica asociada con la inflamacién (por ejemplo, enrojecimiento, calor, hinchazén y/o dolor). Dicho alivio no
necesita ser absoluto para ser beneficioso para el sujeto. La reduccion y/o el alivio de la inflamacién en un sujeto se
puede determinar usando cualquier método o estandar conocido por el experto en la materia, incluyendo métodos y
estandares tanto cualitativos como cuantitativos.

Debe entenderse que la reduccién o el alivio de la inflamacion en un sujeto es un método para tratar la inflamacion
en el sujeto. Como se usa en el presente documento, "tratamiento” (o "tratar") se refiere a una intervencion
terapéutica que mejora un signo o sintoma de inflamacién después de que ha comenzado a desarrollarse. El término
"mejora", con referencia a la inflamacion, se refiere a cualquier efecto beneficioso observable del tratamiento. El
efecto beneficioso se puede determinar usando cualquier método o estandar conocido por el experto en la técnica.

Como se usa en el presente documento, "prevencion” (o "prevenir") se refiere a un transcurso de accion (tal como
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de Ac-TMP-1/Ac-TMP-2 o un fragmento biolégicamente activo o
variante del mismo) que se inicia antes de la aparicidon de un sintoma, aspecto o caracteristica de la inflamacion a fin
de prevenir o reducir el sintoma, aspecto o caracteristica. Debe entenderse que dicha prevencion no necesita ser
absoluta para ser beneficiosa para un sujeto. Un tratamiento "profilactico” es un tratamiento administrado a un sujeto
que no presenta signos de inflamacién o presenta solamente signos tempranos con el propésito de disminuir el
riesgo de desarrollar un sintoma, aspecto o caracteristica de inflamacion.

Como se usa en el presente documento, "inflamacion" se refiere a la respuesta localizada bien conocida a diversos
tipos de lesidn o infeccion, que se caracteriza por enrojecimiento, calor, hinchazén y dolor, y que a menudo también
incluye disfuncion o movilidad reducida. La inflamaciéon representa un mecanismo de defensa temprano para
contener una infeccidon y evitar su propagacion desde el enfoque inicial. Los principales eventos inflamatorios
incluyen la dilatacién de los capilares para aumentar el flujo sanguineo, cambios en la estructura de la
microvasculatura, lo que conduce al escape de plasma y proteinas y leucocitos de la circulacion, y emigracion de
leucocitos de los capilares y acumulacion en el sitio de lesion o infeccion.

La inflamacion a menudo esta asociada con, o es secundaria a, una enfermedad, trastorno y/o afeccién en un sujeto,
incluyendo una enfermedad inmunoldgica, trastorno y/o afeccién (tal como una enfermedad autoinmune, trastorno
ylo afeccién) y reacciones alérgicas. Las enfermedades, trastornos y/o afecciones inmunoldgicas ejemplares
incluyen, sin limitacion, enfermedad de Addison, espondilitis anquilosante, enfermedad celiaca, polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP), osteomielitis cronica multifocal recurrente (CRMO), enfermedad de
Crohn, neuropatias desmielinizantes, glomerulonefritis, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Graves, sindrome
de Guillain-Barre, encefalitis de Hashimoto, tiroiditis de Hashimoto, hipogammaglobulinemia, purpura
trombocitopénica idiopatica (ITP), diabetes insulinodependiente (tipo 1), artritis juvenil, sindrome de Kawasaki,
esclerosis multiple, miastenia gravis, sindrome de post-infarto de miocardio, cirrosis biliar primaria, psoriasis, fibrosis
pulmonar idiopatica, sindrome de Reiter, artritis reumatoide, sarcoidosis, esclerodermia, sindrome de Sjogren, lupus
eritematoso sistémico (SLE), purpura trombocitopénica (TTP), colitis ulcerosa, vasculitis, vitiligo y granulomatosis de
Wegener.

Como entendera un experto en la técnica, las enfermedades del tracto digestivo (por ejemplo, gastritis crénica o una
enfermedad inflamatoria del intestino, tal como enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa) y enfermedades del sistema
respiratorio (por ejemplo, asma, enfisema, bronquitis cronica y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC))
tienen un componente inflamatorio y, por lo tanto, son particularmente modificables para el tratamiento usando los
métodos divulgados.

Por consiguiente, en aun otro aspecto, la invencidon proporciona Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento
biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2, en donde la variante tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2 para su uso en un método para tratar
y/o prevenir una enfermedad inflamatoria del intestino en un sujeto, incluyendo el método la etapa de administrar al
sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o una fragmento biolégicamente activo o
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variante de Ac-TMP-2.
En una realizacion, la enfermedad inflamatoria del intestino es enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o
variante de Ac-TMP-2, en donde la variante tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia de aminoacidos con
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2 para su uso en un método para tratar y/o prevenir el asma en un
sujeto, incluyendo el método la etapa de administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de Ac-TMP-2
(SEQ ID NO:2) o una fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2.

Como también se entendera por un experto en la técnica, la inflamacion que esta asociada con, o es secundaria a,
una enfermedad, trastorno y/o afecciéon en un sujeto, a menudo se produce cuando la enfermedad, trastorno y/o
afeccion es refractaria a una terapia basal, por ejemplo, una terapia basal que comprende farmacos antiinflamatorios
no esteroideos (AINE), aminosalicilatos, corticosteroides, inmunosupresores, agentes de receptores anti-citocinas/de
citocinas (por ejemplo, agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-5, agentes anti-IL-13, agentes anti-IL-17, y agentes anti-
IL-6R), antibiéticos y combinaciones de los mismos. Por "refractario" se entiende la resistencia al tratamiento,
particularmente el tratamiento de primera linea.

El término "sujeto" incluye sujetos tanto humanos como veterinarios. Por ejemplo, la administracion a un sujeto
puede incluir la administracion a un sujeto humano o un sujeto veterinario. Preferiblemente, el sujeto es un ser
humano. Sin embargo, los usos terapéuticos de acuerdo con la invencién también pueden ser aplicables a
mamiferos tales como animales domésticos y de compaiiia, animales de productividad tales como caballos, ganado
y animales de laboratorio.

Por "administracion" se entiende la introduccion de una composicién (por ejemplo, una composicion farmacéutica
que comprende Ac-TMP-1/Ac-TMP-2, o un fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo) en un sujeto por
una ruta elegida.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" describe una cantidad de un agente especificado suficiente para
lograr un efecto deseado en un sujeto que se trata con ese agente. Por ejemplo, esta puede ser la cantidad de una
composicion que comprende Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o variante del mismo)
necesaria para reducir, aliviar y/o prevenir la inflamacién. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" puede ser
suficiente para reducir o eliminar un sintoma de inflamacién. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" también puede
ser una cantidad suficiente para lograr un efecto biolégico deseado, por ejemplo, una cantidad que sea eficaz para
disminuir el enrojecimiento, el calor, la hinchazén y/o el dolor asociados con la inflamacion.

Idealmente, una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente es una cantidad suficiente para inducir el resultado
deseado sin causar un efecto citotdxico sustancial en el sujeto. La cantidad eficaz de un agente, por ejemplo, Ac-
TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o variante del mismo), util para reducir, aliviar y/o
prevenir la inflamacién dependera del sujeto que se trata, el tipo y la gravedad de cualquier enfermedad, trastorno
y/o afeccién asociada, y la forma de administracion de la composicion terapéutica.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion que comprende Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento
biolégicamente activo o variante de la misma) se puede administrar en una sola dosis, o en varias dosis, por
ejemplo, a diario, durante un transcurso de tratamiento. Sin embargo, la frecuencia de administracion depende de la
preparacioén aplicada, el sujeto que se trata, la gravedad de la inflamacion, y la forma de administracion de la terapia
0 composicion.

Por "Ac-TMP-1" se refiere al inhibidor de la metaloproteasa tisular 1, un inhibidor tisular de la metaloproteasa de
Ancylostoma caninum (anquilostoma del perro). Ac-TMP-1 (UniProtKB/Swiss-Prot: # Q96318) es un polipéptido de
140 aminoacidos.

Por "Ac-TMP-2" se entiende el inhibidor de metaloproteasa tisular 2, un inhibidor tisular adicional de la
metaloproteasa de Ancylostoma caninum. Ac-TMP-2 (UniProtKB/Swiss-Prot: # B1Q143) es un polipéptido de 244
aminoacidos.

Como se usa en el presente documento, "fragmento biolégicamente activo" describe una porcién o subsecuencia de

Ac-TMP-1 o Ac-TMP-2, que incluye un dominio de la misma, que tiene no menos del 10 %, preferiblemente no
menos del 25 %, mas preferiblemente no menos del 50 %, e incluso mas preferiblemente no menos del 75 %, 80 %,
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85 %, 90 %, o del 95 % de una actividad bioldgica de Ac-TMP-1 o Ac-TMP-2. Dicha actividad puede evaluarse
usando métodos de ensayo estandar y bioensayos reconocibles por los expertos en la técnica en el campo como
generalmente Utiles para identificar dicha actividad.

Un fragmento de Ac-TMP-1 puede constituir menos de 120, menos de 110, menos de 100, menos de 75, o menos
de 50 aminoacidos contiguos de una secuencia de Ac-TMP-1 madura. Un fragmento de Ac-TMP-2 puede constituir
menos de 220, menos de 200, menos de 150, menos de 120, menos de 110, menos de 100, menos de 75, o menos
de 50 aminoacidos contiguos de una secuencia de Ac-TMP-2 madura. Se contemplan también multiples fragmentos
de Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2.

Por "dominio" (de una proteina) se entiende aquella parte de una proteina que comparte caracteristicas
estructurales, fisicoquimicas y funcionales comunes, por ejemplo, dominios, o propiedades, hidréfobos, polares,
globulares, helicoidales o de tipo netrina (NTR), por ejemplo, un dominio de unién a proteinas, un dominio de unién a
receptores, un dominio de union a cofactor, y similares.

También se contemplan variantes de Ac-TMP-1 y Ac-TMP-2 que comprenden una o mas sustituciones, inserciones
y/o deleciones de aminoacidos en Ac-TMP-1 (o un fragmento de la misma) o Ac-TMP-2 (o fragmento de la misma),
en comparaciéon con Ac-TMP-1/Ac-TMP-2 de tipo salvaje.

Tipicamente, y en relacion con las proteinas, una proteina "variante" tiene uno o mas aminoacidos que se han
reemplazado por diferentes aminoacidos. Se entiende bien en la técnica que algunos aminoacidos pueden
cambiarse por otros con propiedades ampliamente similares sin cambiar la naturaleza de la actividad de la proteina
(es decir, sustituciones conservativas).

Se apreciara también que uno o mas residuos de aminoacidos de una secuencia de referencia, tal como Ac-TMP-
1/Ac-TMP-2 (o un fragmento de las mismas), pueden modificarse o eliminarse, o pueden afadirse secuencias
adicionales, sin alterar sustancialmente la actividad bioldgica de Ac-TMP-1/Ac-TMP-2 (o un fragmento de las
mismas). Dicha actividad puede evaluarse usando métodos de ensayo estandar y bioensayos reconocibles por los
expertos en la técnica en el campo como generalmente Utiles para identificar dicha actividad.

El término "variante" incluye peptidomiméticos y ortdlogos de Ac-TMP-1 y Ac-TMP-2. Por "peptidomimético" se
entiende una molécula que contiene elementos estructurales no peptidicos que son capaces de imitar o antagonizar
la accion o acciones bioldgicas de un péptido parental natural. Los ejemplos de peptidomiméticos incluyen
compuestos peptidicos en los que la estructura peptidica estd sustituida con una o mas moléculas de
benzodiazepina (véase, por ejemplo, James et al., Science 260: 1937-42, 1993) y péptidos "retro-inversos" (véase,
por ejemplo, la Pat. de Estados Unidos N.° 4.522.752). El término también se refiere a un resto, distinto de un
aminoacido de origen natural, que sirve conformacional y funcionalmente como un sustituto de un aminoacido
particular en una proteina sin interferir de forma adversa en un grado significativo con la funcién de la proteina. Los
ejemplos de miméticos de aminoacidos incluyen D-aminoacidos. Las proteinas sustituidas con uno o mas D-
aminoacidos pueden prepararse usando procedimientos de sintesis de péptidos bien conocidos. Las sustituciones
adicionales incluyen analogos de aminoacidos que tienen cadenas laterales variantes con grupos funcionales, tales
como, por ejemplo, b-cianoalanina, canavanina, acido djenkdlico, norleucina, 3-fosfoserina, homoserina,
dihidroxifenilalanina, 5-hidroxitriptéfano, 1-metilhistidina y 3-metilhistidina.

Por "ort6logos" de Ac-TMP-1 y Ac-TMP-2 se entienden ortélogos de TMP de otros helmintos intestinales (es decir,
anquilostomas, tricocéfalos y ascarides), incluyendo anquilostomas humanos, tales como, por ejemplo, Necator
americanas, Ancylostoma duodenale y Ancylostoma ceylanicum, y tricocéfalos de cerdo, tales como, por ejemplo,
Trichuris suis y Trichuris trichiura.

En una realizacién, una variante de proteina u ortdlogo comparte al menos un 90 %, 95 %, 98 % o un 99 % de
identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos de referencia, tal como SEQ ID NO:2.

Preferiblemente, la identidad de secuencia se mide sobre al menos un 60 %, mas preferiblemente sobre al menos un
75 %, mas preferiblemente sobre al menos un 90 % o mas preferiblemente sobre al menos un 95 %, 98 % o
sustancialmente la longitud completa de la secuencia de referencia.

Para determinar el porcentaje de identidad de secuencia, el alineamiento 6ptimo de las secuencias de aminoacidos

y/o nucleétidos se puede realizar mediante implementaciones computarizadas de algoritmos (programa Geneworks
de Intelligenetics; GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de software Wisconsin Genetics Edicién 7.0,
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Genetics Computer Group, WI, Estados Unidos) o mediante inspeccion y el mejor alineamiento (es decir, que da
como resultado el mayor porcentaje de homologia sobre la ventana de comparacion) generado por cualquiera de los
diversos métodos seleccionados. También se puede hacer referencia a la familia de programas BLAST segun se
divulga, por ejemplo, por Altschul et al., Nucl. Acids Res. 25: 3389-402, 1997.

Un analisis detallado del andlisis de secuencia se puede encontrar en la Unidad 19.3 de CURRENT PROTOCOLS
IN MOLECULAR BIOLOGY Eds. Ausubel et al. (John Wiley & Sons Inc NY, 1995-1999).

Las proteinas variantes se pueden producir mediante una diversidad de procedimientos mutagénicos estandar
conocidos por los expertos en la técnica. Una mutacion puede implicar la modificacion de la secuencia de
nuclestidos de un solo gen, bloques de genes o un cromosoma completo, con la posterior producciéon de una o mas
proteinas mutantes. Los cambios en genes individuales pueden ser la consecuencia de mutaciones puntuales, que
implican la eliminacion, adicion o sustitucion de una Unica base de nucleétidos dentro de una secuencia de ADN, o
pueden ser la consecuencia de cambios que implican la insercién o eliminacién de un gran nimero de nucleétidos.

Las mutaciones se producen después de la exposicion a mutagenos quimicos o fisicos. Dichos agentes inductores
de mutaciones incluyen radiaciéon ionizante, luz ultravioleta y una diversidad de agentes quimicos, tales como
agentes alquilantes e hidrocarburos aromaticos policiclicos, todos los cuales son capaces de interactuar directa o
indirectamente (generalmente después de algunas biotransformaciones metabdlicas) con acidos nucleicos. Las
lesiones de ADN inducidas por dichos agentes ambientales pueden conducir a modificaciones de la secuencia de
bases cuando el ADN afectado se replica o repara y, por lo tanto, a una mutacién, que posteriormente puede
reflejarse a nivel de proteina. La mutacién también puede dirigirse al sitio a través del uso de métodos de
direccionamiento particulares.

Los procedimientos mutagénicos de uso en la produccién de Ac-TMP-1 y Ac-TMP-2 que comprenden una o mas
mutaciones incluyen, pero sin limitacion, mutagénesis aleatoria (por ejemplo, mutagénesis por insercién basada en
la inactivacion de un gen a través de la insercion de un fragmento de ADN conocido, mutagénesis quimica,
mutagénesis por radiacion, PCR propensa a error (Cadwell y Joyce, PCR Methods Appl. 2: 28-33, 1992)) y
mutagénesis de sitio dirigido (por ejemplo, usando secuencias de cebador de oligonucledtidos especificas que
codifican la secuencia de ADN de la mutacion deseada Se divulgan métodos adicionales de mutagénesis de sitio
dirigido en la Pat. de Estados Unidos N.° 5.220.007; 5.284.760; 5.354.670; 5.366.878; 5.389.514; 5.635.377; y
5.789.166.

Se pueden preparar Ac-TMP-1 y Ac-TMP-2 aisladas (incluyendo fragmentos y variantes) mediante cualquier
procedimiento adecuado conocido por los expertos en la técnica.

Ac-TMP-1 y Ac-TMP-2 (incluyendo fragmentos y variantes) pueden producirse por sintesis quimica. Las técnicas de
sintesis quimica se conocen bien en la técnica, aunque los expertos en la técnica pueden consultar el Capitulo 18 de
CURRENT PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE Eds. Coligan et. al., John Wiley & Sons NY (1995-2001) para
ejemplos de metodologia adecuada.

Ac-TMP-1 y Ac-TMP-2 (incluyendo fragmentos y variantes) también se pueden preparar como proteinas
recombinantes.

Aunque la producciéon de proteinas recombinantes se conoce bien en la técnica, el experto puede referirse a
protocolos estandar como se describe, por ejemplo, en Sambrook et al., MOLECULAR CLONING. A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Press, 1989), en particular las Secciones 16 y 17; CURRENT PROTOCOLS IN
MOLECULAR BIOLOGY Eds. Ausubel et al., (John Wiley & Sons, Inc. 1995-1999), en particular los Capitulos 10 y
16; y CURRENT PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE Eds. Coligan et al., (John Wiley & Sons, Inc. 1995-1999), en
particular los Capitulos 1, 5y 6.

Las diversas combinaciones de uno o mas agentes adicionales seguin se conoce por un experto en la técnica para
reducir, aliviar y/o prevenir la inflamacion (y/o para tratar o prevenir una enfermedad, trastorno y/o afeccién asociada
con la inflamacién) pueden administrarse a un sujeto que lo necesite ademas de una cantidad terapéuticamente
eficaz de Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o variante del mismo). Es decir, uno o mas
agentes adicionales tradicionalmente usados para el tratamiento y/o prevencién de la inflamacién se pueden
administrar a un sujeto ademas de una cantidad terapéuticamente eficaz de Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un
fragmento bioldgicamente activo o variante del mismo).
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Por ejemplo, farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), aminosalicilatos, corticosteroides, inmunosupresores,
agentes de receptores anti-citocinas/de citocinas (por ejemplo, agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-5, agentes anti-IL-
13, agentes anti-IL-17 y agentes anti-IL-6R) particularmente anticuerpos de receptores anti-citocinas/de citocinas,
antibiéticos, y combinaciones de los mismos pueden administrarse con Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento
biolégicamente activo o variante del mismo) para reducir, aliviar y/o prevenir la inflamacion.

El uno o mas agentes adicionales pueden proporcionar un efecto conservador sobre Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un
fragmento biolégicamente activo o variante del mismo). La Ac-TMP-1 y/o el Ac-TMP-2 (o un fragmento
biolégicamente activo o una variante del mismo) pueden proporcionar un efecto conservador sobre el uno o mas
agentes adicionales. El uno o mas agentes adicionales pueden proporcionar ademas un efecto complementario a la
accion de Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o una variante del mismo), preferiblemente
eliminando o reduciendo la frecuencia o gravedad de (y/o prevenir) uno o mas sintomas asociados con la
inflamacion.

Como es bien sabido por un experto en la técnica, los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), también
denominados agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINES), son farmacos con efectos analgésicos, antipiréticos
y antiinflamatorios, e incluyen salicilatos (por ejemplo, aspirina) y derivados del acido propiénico (por ejemplo,
ibuprofeno y naproxeno).

Los aminosalicilatos se conocen bien en la técnica para su uso en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria del
intestino (particularmente colitis ulcerosa) e incluyen, por ejemplo, balsalazida, mesalazina, olsalazina y
sulfasalazina.

Como se sabe bien por los expertos en la técnica, los corticosteroides son farmacos que se parecen mucho al
cortisol, una hormona producida por las glandulas suprarrenales. Los corticosteroides ejemplares incluyen, sin
limitacion, cortisona, prednisona, prednisolona y metilprednisolona.

Los inmunosupresores se conocen bien en la técnica para su uso en el tratamiento de la inflamacién asociada con
ciertas enfermedades o afecciones, e incluyen, por ejemplo, los farmacos ciclosporina, azatioprina y micofenolato.

Como se conoce bien por un experto en la técnica, los agentes de receptores anti-citocinas/de citocinas (por
ejemplo, agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-5, agentes anti-IL-13, agentes anti-IL-17, y agentes anti-IL-6R) incluyen,
sin limitacién, inhibidores de molécula pequeia y anticuerpos.

La combinacion de Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o una variante de la misma) y
uno o mas agentes adicionales puede producir un efecto sinérgico en el tratamiento y/o prevencion de la
inflamacion. Por consiguiente, la presente divulgacion también incluye un método para mejorar la eficacia
terapéutica de un agente en el tratamiento de cualquier afeccion para la que se usan dichos agentes (por ejemplo,
inflamacion y cualquier enfermedad, trastorno y/o afeccién asociada).

La Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o una variante del mismo) se pueden administrar
antes de la administraciéon de uno o mas agentes adicionales. La Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento
biolégicamente activo o una variante del mismo) también pueden administrarse después de la administracion de uno
0 mas agentes adicionales. La Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o una variante del
mismo) se pueden administrar ademas simultaneamente con la administracion de uno o mas agentes adicionales.
La administracion de Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o una variante del mismo) y la
administracion de uno o mas agentes adicionales (ya sea de forma secuencial o concurrente) pueden dar como
resultado la reduccion o el alivio de la inflamaciéon que es mayor que dicha reduccion o alivio de la administracién de
Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o variante del mismo) o uno o mas agentes
adicionales en ausencia del otro.

La Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o una variante del mismo) y uno o mas agentes
adicionales se pueden administrar mediante cualquier método/ruta convencional disponible para su uso junto con
composiciones terapéuticas, como se conoce bien por un experto en la técnica. Dichos métodos incluyen, sin
limitacion, la administraciéon mediante inyeccién de microagujas en sitios tisulares especificos, tal como se describe
en la Patente de Estados Unidos 6.090.790, cremas topicas, lociones o apdsitos sellantes aplicados a sitios de
inflamacion, tal como se describe en la Patente de Estados Unidos 6.054.122 o implantes que liberan la Ac-TMP-1
y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o variante del mismo) tal como se describe en la publicacién
internacional WO 99/47070.
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A este respecto, las composiciones que comprenden Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo
o variante del mismo) y, opcionalmente, uno o mas agentes adicionales, se pueden administrar junto con, o como un
componente de, un biomaterial, biopolimero, material inorganico tal como hidroxiapatita o derivados de la misma,
implante quirdrgico, protesis, apositos para heridas, compresa, vendaje o similar adecuadamente impregnado,
revestido o que comprende de otro modo la composicion.

De forma adecuada, la composicién comprende un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable
apropiado.

Preferiblemente, el vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable es adecuado para su
administracion a mamiferos, y mas preferiblemente, a seres humanos.

Por "vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable" se entiende una carga sélida o liquida, diluyente
o sustancia de encapsulacion que se puede usar de forma segura en la administracion sistémica. Dependiendo de la
ruta particular de administracion, se puede usar una diversidad de vehiculos bien conocidos en la técnica. Estos
vehiculos pueden seleccionarse de un grupo que incluye azucares, almidones, celulosa y sus derivados, malta,
gelatina, talco, sulfato de calcio, aceites vegetales, aceites sintéticos, polioles, acido alginico, soluciones
tamponadas con fosfato, emulsionantes, solucion salina isotdnica y sales tales como sales de acidos minerales,
incluyendo clorhidratos, bromuros y sulfatos, acidos organicos tales como acetatos, propionatos y malonatos, y agua
libre de pirégenos.

Una referencia util que describe vehiculos, diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables es Remington's
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co. NJ USA, 1991).

Se puede emplear cualquier ruta segura de administracion para proporcionar a un sujeto composiciones que
comprendan Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o una variante del mismo) vy,
opcionalmente, uno o mas agentes adicionales. Por ejemplo, puede emplearse por via oral, rectal, parenteral,
sublingual, bucal, intravenosa, intraarticular, intramuscular, intradérmica, subcutanea, inhalatoria, intraocular,
intraperitoneal, intracerebroventricular, transdérmica, y similares.

Las formas de dosificacion incluyen comprimidos, dispersiones, suspensiones, inyecciones, soluciones, jarabes,
pastillas, capsulas, supositorios, aerosoles, parches transdérmicos, y similares. Estas formas de dosificacion también
pueden incluir inyectar o implantar dispositivos de liberacion controlada disefiados especificamente para este
proposito u otras formas de implantes modificados para actuar adicionalmente de esta manera. La liberacion
controlada de Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o un fragmento biolégicamente activo o variante del mismo) vy,
opcionalmente, uno o mas agentes adicionales, se puede efectuar recubriendo la misma, por ejemplo, con polimeros
hidréfobos, incluyendo resinas acrilicas, ceras, alcoholes alifaticos superiores, acidos polilactico y poliglicdlico, y
ciertos derivados de celulosa tales como hidroxipropilmetil celulosa. Ademas, la liberacion controlada puede verse
afectada por el uso de otras matrices poliméricas, liposomas y/o microesferas.

Las composiciones anteriores se pueden administrar de una manera compatible con la formulacion de dosificacion, y
en una cantidad tal que sea farmacéutica/terapéuticamente eficaz. La dosis administrada a un sujeto, en el contexto
de la presente invencion, deberia ser suficiente para realizar una respuesta beneficiosa (por ejemplo, una reduccion
de la inflamacion) en un sujeto durante un periodo de tiempo apropiado. La cantidad de Ac-TMP-1 y/o Ac-TMP-2 (o
un fragmento biolégicamente activo o variante del mismo) a administrar puede depender del sujeto a tratar, incluida
la edad, el sexo, el peso y el estado general de salud de los mismos, factores que dependeran del criterio de un
experto en la técnica.

Las composiciones que se describen en el presente documento también pueden incluir vectores de expresion, tales
como vectores virales (por ejemplo, vaccinia, adenovirus y adenovirus asociados a adenovirus (AAV), vectores
retrovirales y lentivirales, y vectores derivados del virus del herpes simple y citomegalovirus. La terapia génica
también es aplicable a este respecto, tal como de acuerdo con los métodos expuestos en la Patente de Estados
Unidos 5.929.040 y la Patente de Estados Unidos 5.962.427.

Para que la invencion pueda entenderse facilmente y ponerse en practica, se proporcionan los siguientes Ejemplos
no limitantes.
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Ejemplos
EJEMPLO 1

La Ac-TMP-1y la Ac-TMP-2 recombinante suprimen IBD (modelo TNBS)

Animales y colitis inducida por TNBS

Se permitié que los ratones suizos C57B1/6 machos de seis semanas (peso 20-25 g, Animal Resources Centre,
Perth, Australia Occidental) se adaptaran durante siete dias antes de que se usaran en los experimentos. Se
alojaron de acuerdo con los estandares australianos de derechos y normas animales. Todos los procedimientos que
implican ratones se aprobaron por el James Cook University Animal Ethics Committee.

La colitis se indujo por inyeccion intraluminal de TNBS como se describe por Neurath et al. (J Exp Med. 182: 1281-
90, 1995). Brevemente, los ratones se mantuvieron en ayunas durante 24 horas con acceso libre al agua potable. Se
anestesiaron i.p. mediante una mezcla de ketamina (50 ug/kg) y xilazina (5 pg/kg). A continuacion, se inyectaron 100
pl de 2,5 mg de TNBS en solucion de etanol al 45 % por via intrarrectal a través de un catéter flexible de 3,2 cm de
longitud. Después de la inyeccion de TNBS, los ratones se mantuvieron boca abajo en una posicion de 45° durante
un minuto para evitar fugas de la solucién de TNBS y se reemplazaron en sus jaulas con acceso libre a comida y
agua posteriormente.

Protocolo experimental

El dia 0, los ratones recibieron una Unica inyeccion intraperitoneal con 20 ug de AcES, Ac-TMP-1, Ac-TMP-2, Ac-
TMP-2 desnaturalizada o una inyeccion simulada de PBS. Cinco horas mas tarde, recibieron una inyeccién
intrarrectal con 2 a 2,5 mg de TNBS en etanol al 45 %, bajo anestesia suave. Desde el dia 0 hasta el dia 3, los
ratones se monitorizaron diariamente para determinar la pérdida de peso, movilidad, apariencia general y presencia
de diarrea. El dia 3, los ratones se sacrificaron y se recogieron los colones para la evaluacién de la inflamacion
(longitud del colon, engrosamiento de la pared, edema y ulceracion).

Resultados

La Ac-TMP-1 y la Ac-TMP-2 recombinantes proporcionaron una excelente proteccion contra la pérdida de peso en
dos experimentos separados de colitis TNBS (Figuras 3 a 6). La Ac-TMP-2 se evalué adicionalmente para
determinar las puntuaciones clinicas y macroscépicas y la longitud del colon y, a este respecto, proporcioné una
reduccion significativa en la patologia intestinal (Figuras 4 a 6). De forma interesante, la desnaturalizacién de Ac-
TMP-2 por la tripsina y el calentamiento anularon su actividad protectora en nuestro modelo murino de colitis
inflamatoria segun se evalué mediante puntuacién macroscépica (Figura 6).

Ejemplo 2 (no forma parte de lainvencién)

Regulacion de asma experimental con Ac-TMP-1 recombinante

Animales y asma inducida por BSA

Los ratones se sensibilizaron con dos inyecciones intraperitoneales (i.p.) de 20 ug de BSA en 2 mg de hidréxido de
aluminio (alumbre) los dias O y 7. Los dias 14 a 21, a los ratones se les inyectaron i.p. 20 ug de AcES o Ac-TMP-1.
Desde los dias 18 a 21, a los ratones se les inyecto por via intranasal (i.n.) 50 ug de BSA con un anestésico suave.
El dia 24, los ratones se sacrificaron y las muestras de tejido se recogieron.

Resultados

Para investigar si ACES o Ac-TMP-1 podrian prevenir la inflamacion alérgica de las vias respiratorias en ratones, los
ratones BALB/c se trataron a diario con AcES o Ac-TMP-1 (20 ug i.p.) durante cuatro dias consecutivos antes de la
exposicion y cuatro dias mas en concomitancia a la exposicion. En comparacion con el grupo de inyecciéon simulada
de PBS, los ratones tratados con AcES y Ac-TMP-1 presentaron una infiltracién eosindfila, perivascular y celular
peribronquial significativamente reducida de los pulmones (Figuras 7 y 9). En comparacién con el grupo sin tratar, los
ratones expuestos a BSA tratados con PBS presentaron niveles aumentados de citocinas Th2 tales como
interleucina (IL)-5 e IL-13, asi como marcadores de inflamacion tales como IL-6 (Figuras 8 y 10). Se encontré que los
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tratamientos con AcES y Ac-TMP-1 dieron como resultado de una a cinco veces menos (respectivamente) de IL-5, y
2 veces menos de IL-13 en los pulmones (Figura 8). La citocina inflamatoria IL-6 también disminuy6 de 2 a 3 veces
en los ratones tratados con AcES o Ac-TMP-1 (Figura 10). Curiosamente, mientras que las citocinas proinflamatorias
TNFa o IFNy no estan directamente asociadas con la inflamacion inducida por asma, los niveles se aumentaron 3 y
5 veces (respectivamente) en ratones tratados con AcES (Figura 10). Sin embargo, los niveles no se vieron
afectados por el tratamiento con Ac-TMP-1, lo que sugiere que Ac-TMP-1 se tolera bien y no induce respuestas
inflamatorias. Los niveles de IL-12 y MCP-1 no se vieron afectados por los tratamientos con AcES o Ac-TMP-1, lo
que significa que la prevencion de la inflamacion inducida por BSA no requiere la induccién de la respuesta Th1 y no
afecta la quimiotaxis de monocitos (Figuras 10 y 11). Sorprendentemente, los tratamientos con AcES o Ac-TMP-1
indujeron una disminucion de 2 a 3 veces en los niveles de IL-17A en los pulmones, que en niveles elevados se ha
indicado que se encontraban asociados con una inflamacion grave inducida por asma y una hiperreactividad de las
vias respiratorias (Figura 11). Tomados en conjunto, estos resultados ilustran que AcES y Ac-TMP-1 reducen
significativamente la infiltracion de eosindfilos y linfocitos en las vias respiratorias inducida por BSA, pero también las
respuestas Th2 y Th17, asi como las citocinas proinflamatorias, tal como la IL-6.

EJEMPLO 3
Regulacion del asma experimental con Ac-TMP-1/2 recombinante

Animales y asma inducida por OVA

La sensibilizacidn se realizé mediante dos inyecciones intraperitoneales (i.p.) de 20 ug de OVA en 2 mg de hidréxido
de aluminio (alumbre) (Pierce) el dia 0y 7. Los dias 14 a 21, a los ratones se les inyectaron i.p. 20 ug de Ac-TMP-1
0 Ac-TMP-2. Desde el dia 18 al 22, los ratones se expusieron a aerosoles de OVA (0,25 %) durante 20 minutos
usando un nebulizador ultrasénico. Los ratones se analizaron el dia 24.

El dia 24, los ratones se sacrificaron y se recogieron los lavados broncoalveolares. Las células se contaron y se
tifieron con anticuerpos monoclonales anti-Siglec F o anti-CCR3, anti-Gr1, anti-CD3 y anti-CD19 y se analizaron
mediante clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) usando un citémetro de flujo FACS canto Il y el
software Diva FACS. Los eosindfilos se definieron como CCR3+ o SiglecF* CD3"CD19, los neutrdfilos como Gr-1high
SiglecF- CD3- CD19, los linfocitos como CD3* CD19*.

El dia 24, los ratones se sacrificaron y se recogieron los lavados peritoneales. Brevemente, el peritoneo se lavé dos
veces con 5 ml de HBSS enfriado con hielo implementado con FCS al 5 %. Para recuentos diferenciales de células
de PL, las células se tifieron con anticuerpos monoclonales anti-CCR3, anti-Gr1, anti-CD3 y anti-CD19 y se
analizaron mediante clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) usando un citémetro de flujo FACS
canto Il y el software Diva FACS.

Las muestras de pulmén de cada ratdn individual se tomaron y se homogeneizaron en solucién salina equilibrada de
Hanks libre de calcio y magnesio que contenia suero fetal de ternera al 5 %. Las células se estimularon de nuevo in
vitro con 1 mg/ml de Ac-TMP-1 o se dejaron sin estimular durante tres dias a 37 °C. Se recogieron los
sobrenadantes de estos cultivos y se evaluaron los niveles de IL-5, IL-10, IL-13, MCP-1 e IL-17A mediante matriz
citométrica de microesferas y analisis FACS. Como alternativa, se prepar6 extracto de proteina completa a partir de
pulmones congelados instantdneamente de ratones individuales en solucién salina equilibrada de Hanks libre de
calcio y magnesio que contenia un inhibidor de céctel de proteinasa. El contenido del extracto se analizé por CBA.

Resultados

Los resultados previos generados en el laboratorio revelaron que la composicion compleja de AcES induce una
diversidad de respuestas de linfocitos T, incluyendo una fuerte respuesta Th2 asociada con una infiltracion peritoneal
de eosindfilos. Con el fin de verificar que Ac-TMP-1 o Ac-TMP-2 no indujeron una sefal quimiotactica mas fuerte en
el peritoneo que las vias respiratorias, en paralelo a los lavados broncoalveolares, lavados peritoneales de ratones
sin tratamiento previo, ratones tratados con inyecciones simuladas de PBS, Ac-TMP-1, o Ac-TMP-2 se recogieron y
se analizaron mediante FACS (Figuras 12, 15 y 16). Mientras que los ratones tratados con Ac-TMP-1 y Ac-TMP-2
mostraron una eosinofilia significativamente disminuida en las vias respiratorias en comparacion con el grupo de
inyeccion simulada, no hubo infiltracién de eosindfilos en el peritoneo (Figuras 12, 15 y 16), lo que indica que Ac-
TMP-1 y Ac-TMP-2 evitan la induccién de eosindfilos solamente en sitios de respuesta alérgica o inflamatoria.

Las células de pulmén de ratones expuestos a OVA demostraron niveles aumentados de secrecion de IL-5, IL-10 e
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IL-13 con estimulacion de OVA in vitro (Figura 13). Los niveles de sobrenadante de MCP-1 e IL-17A, por otro lado,
se elevaron de forma similar tanto en las células de pulmén de raton simuladas de PBS como expuestas a OVA
cuando se estimularon con OVA (Figura 14). De acuerdo con los hallazgos del lavado broncoalveolar, los niveles de
citocinas Th2, IL-5, IL-10 e IL-13, y las citocinas proinflamatorias, MCP-1 e IL-17A, se redujeron en las células de
pulmén estimuladas por OVA de ratones tratados con Ac-TMP-1 (Figuras 13 y 14). De forma similar, el contenido de
citocina pulmonar disminuyé significativamente en los ratones tratados con Ac-TMP-2 (Figuras 17 y 18), lo que
sugiere que Ac-TMP-2 suprime eficazmente Th2 y las citocinas proinflamatorias tales como IL-6 e IL-17A.

EJEMPLO 4
Regulacion del asma crénica experimental con Ac-TMP-2 recombinante

Animales y asma crénica inducida por OVA

La sensibilizacion se realizé mediante dos inyecciones intraperitoneales (i.p.) de 20 ug de OVA en 2 mg de hidroxido
de aluminio (alumbre) (Pierce) el dia 0 y 7. Los dias 14 a 18, a los ratones se les inyect6 i.p. 20 ug de Ac-TMP-2 o
una solucion de control de PBS. Desde los dias 17 a 20, y los dias 36 a 40, los ratones se expusieron a aerosoles de
OVA (0,25 %) durante 20 minutos usando un nebulizador ultrasénico. Los dias 36 a 40, a un grupo de ratones
tratados con Ac-TMP-2 previamente se les inyect6é de nuevo i.p. 20 ug de Ac-TMP-2. A los ratones restantes, ya sea
tratados previamente con Ac-TMP-2 o no, se les inyecto i.p. con una solucién de control de PBS. Los ratones se
analizaron el dia 42 para determinar la inflamacién de las vias respiratorias.

Resultados

Para evaluar si Ac-TMP-2, administrado solamente durante la primera exposicion a OVA (+/-) o durante ambos
conjuntos de exposiciones a OVA (+/+), disminuy6 la inflamacion de las vias respiratorias en un modelo de raton de
asma croénica, los lavados broncoalveolares de ratones sin tratamiento previo, ratones tratados con inyecciones
simuladas de PBS, o ratones tratados con Ac-TMP-2 (+/- y +/+) se recogieron y se analizaron mediante FACS
(Figura 19). Independientemente de si Ac-TMP-2 se administrd6 durante la primera exposicion (+/) o ambas
exposiciones (+/+), los ratones tratados demostraron una reduccion significativa tanto en la infiltraciéon celular como
eosindfila total de las vias respiratorias en comparacién con los ratones tratados con inyecciones simuladas de PBS,
en este modelo de asma crénica inducida por OVA (Figura 19).

EJEMPLO 5
Regulacion de asma experimental con Ac-TMP-2 recombinante

Animales y asma inducida por OVA

La sensibilizacion se realizé mediante dos inyecciones intraperitoneales (i.p.) de 20 ug de OVA en 2 mg de hidroxido
de aluminio (alumbre) (Pierce) el dia 0 y 7. Los dias 14 a 18, a una cohorte de ratones sensibilizados con OVA se le
inyectd por via intranasal (i.n.) 20 yg de Ac-TMP-2 (tratamiento preventivo). Desde el dia 22 al 26, los ratones
sensibilizados con OVA se expusieron a aerosoles de OVA (0,25 %) durante 20 minutos usando un nebulizador
ultrasonico. Los dias 24 a 28, a una segunda cohorte de ratones sensibilizados con OVA se le inyect6é por via
intranasal (i.n.) 20 pg de Ac-TMP-2 (tratamiento curativo). Los ratones se analizaron el dia 30 para determinar la
inflamacion de las vias respiratorias.

Resultados

Para determinar si Ac-TMP-2 administrado por via local mediante inyecciones intranasales podria atenuar la
inflamacion de las vias respiratorias al administrarse de forma preventiva (Tp, antes de la exposicion a OVA) o
curativa (Tc, después de la exposicion a OVA), los lavados broncoalveolares de ratones sin tratamiento previo,
ratones expuestos a OVA tratados con inyecciones simuladas de PBS, o ratones expuestos a OVA tratados con Ac-
TMP-2 (Tc y Tp) se recogieron y se analizaron mediante FACS a partir de lo cual se derivaron los recuentos de
células totales y diferenciales (Figura 20). Independientemente de si los ratones se trataron de forma preventiva o
curativa, Ac-TMP-2 intranasal atenud significativamente tanto la infiltracion celular total como eosindfila (Figura 20).
De forma importante, estos datos destacan que Ac-TMP-2 también se puede administrar por via local y no solo por
via parenteral para prevenir la inflamacion de las vias respiratorias en este modelo murino de asma.
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Se prepararon extractos de proteina completa de los pulmones de ratones sin tratamiento previo, ratones expuestos
a OVA tratados con inyecciones simuladas de PBS, o ratones expuestos a OVA tratados con Ac-TMP-2 (Tcy Tp) y
se analizaron las citocinas Th2, IL-5 e IL-13, por matriz citométrica de microesferas (CBA). En comparacién con el
grupo sin tratamiento previo, los ratones expuestos a OVA tratados con PBS demostraron niveles significativamente
elevados tanto de IL-5 como de IL-13 (Figura 21). Se encontré que el tratamiento con Ac-TMP-2, de forma
preventiva o curativa, redujo significativamente los niveles de IL-5 e IL-13 (Figura 21). Tomados en conjunto, estos
hallazgos ilustran que Ac-TMP-2 al administrarse por via intranasal redujo significativamente la infiltracion eosindfila
de las vias respiratorias inducida por OVA y la respuesta inflamatoria Th2 asociada.

EJEMPLO 6
Regulacion de linfocitos T reguladores (Tregs) con Ac-TMP-2 recombinante

Animales y linfocitos T requladores

A los ratones se les inyectd por via intraperitoneal Ac-TMP-2 (20 pug) o PBS durante 6 dias y se recogieron los
ganglios linfaticos mesentéricos (MLN), bazo y lamina propia de intestino delgado (LP) y se analizé la presencia de
Tregs. Se aislaron células individuales de cada tejido y se tifieron para los marcadores de Treg CD4, CD25 y Foxp3
y posteriormente se analizaron por citometria de flujo. Los Tregs de MLN, bazo y ganglio linfatico pilérico (PLN) y LP
se tifieron adicionalmente con anticuerpo CCR9 y se analizaron mediante citometria de flujo para determinar su
tejido de origen.

Resultados

La administracion de Ac-TMP-2 a ratones sin tratamiento previo indujo significativamente el reclutamiento de Tregs
en la lamina propia del intestino delgado (Figura 22). Por el contrario, se observé una disminucion significativa en la
frecuencia de Tregs de los ganglios linfaticos mesentéricos (MLN) con el tratamiento con Ac-TMP-2 (Figura 22).
Estos datos sugieren un patron de migracion de Tregs desde el MLN hacia la mucosa del intestino. En apoyo de
esto, el sesenta por ciento de los Tregs de la lamina propia expreso el receptor de quimiocinas CCR9, lo que indica
que se han impreso en los ganglios linfaticos de drenaje asociados al intestino (es decir, MLN) (Figura 22). Esta
observacion coincide con los datos que sugieren que los Tregs generados en el MLN se acumulan en la mucosa
para mantener la tolerancia a los antigenos ubicuos (Navarro et al. Mucosal Immunol. 4: 53-65 2011).

EJEMPLO 7
Regulacion de los linfocitos T reguladores (Tregs) en el asma experimental con Ac-TMP-2 recombinante

Animales y asma inducida por OVA

Para investigar la contribucion de los Tregs a la proteccién inducida por Ac-TMP-2 en este modelo de asma
experimental inducida por OVA, se agotaron selectivamente los Tregs en ratones antes de la sensibilizaciéon con y
exposicion a OVA. Este agotamiento se logré usando toxina diftérica (DT) en ratones transgénicos modificados para
expresar el receptor DT bajo el promotor Foxp3 especifico de Treg (ratones DEREG, Lahl y Sparwasser Methods
Mol Biol. 707: 157-72 2011). Los ratones de tipo salvaje y DEREG se sensibilizaron entonces mediante dos
inyecciones i.p. de 20 ug de OVA en 2 mg de hidréxido de aluminio (alumbre) (Pierce) los dias Oy 7. Los dias 14 a
21, a ratones sensibilizados de tipo salvaje y DEREG se les inyecto i.p. 20 ug de Ac-TMP-2 o una solucién de control
de PBS. Desde el dia 18 al 22, los ratones sensibilizados con OVA se expusieron a aerosoles de OVA (0,25 %)
durante 20 minutos usando un nebulizador ultrasénico. Los ratones se analizaron el dia 24 para determinar la
inflamacion de las vias respiratorias. Se recogieron lavados broncoalveolares de ratones sin tratar de tipo salvaje y
ratones sensibilizados de tipo salvaje y DEREG tratados con inyecciones simuladas de PBS o Ac-TMP-2, y se
analizaron mediante FACS de los que se derivaron recuentos de células diferenciales (Figura 23). Se prepararon
extractos de proteina completa a partir de los pulmones de ratones de cada cohorte de tratamiento y se analizaron
para determinar la expresion proteica de las citocinas asociadas a Th2 (Figura 24) y las citocinas proinflamatorias
(Figura 25).

Resultados

Similar al Ejemplo 3 anterior, el tratamiento con Ac-TMP-2 redujo significativamente la inflamaciéon de las vias
respiratorias en ratones de tipo salvaje expuestos a OVA (Figura 23). Por el contrario, los ratones DEREG expuestos
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a OVA tratados con Ac-TMP-2 demostraron niveles comparables de infiltracion broncoalveolar en ratones DEREG
no tratados expuestos a OVA (Figura 23). En consonancia con estos hallazgos, los niveles de las citocinas Th2, IL-5,
IL-10 e IL-13, y la IL-6 proinflamatoria se redujeron significativamente en los ratones de tipo salvaje expuestos a
OVA, pero no en los ratones DEREG expuestos a OVA, tras el tratamiento con Ac-TMP-2 (Figuras 24 y 25).
Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que los Tregs desempefian un papel integral en la accion
antiinflamatoria de Ac-TMP-2 en nuestro modelo de asma de raton.
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REIVINDICACIONES

1. Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2 para uso
terapéutico para reducir o aliviar la inflamacién en un sujeto, en la que la variante tiene al menos un 90 % de
identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2.

2. Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2 para su uso
de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la inflamacién esta asociada con, o es secundaria a, una enfermedad,
trastorno o afeccion en el sujeto.

3. Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2 para su uso
de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que la enfermedad, trastorno y/o afeccién es refractaria a una terapia basal.

4. Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2 para su uso
de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que la terapia basal comprende la administracién de al menos un agente
inicial seleccionado del grupo que consiste en medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE),
aminosalicilatos, corticosteroides, inmunosupresores, agentes anti-citocinas o agentes del receptor anti-citocina
seleccionados de agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-5, agentes anti-IL-13, agentes de IL-17, y agentes anti-IL-6R,
antibiéticos y combinaciones de los mismos.

5. Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2 para su uso
de acuerdo con la reivindicacién 3 o la reivindicacion 4, en la que, al menos inicialmente, Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2),
o un fragmento biolégicamente activo del mismo, se administra de manera complementaria con la terapia basal.

6. Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2 para uso
terapéutico para prevenir la inflamacion en un sujeto, en la que la variante tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2.

7. La Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2 para su
uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la inflamacién esta asociada con, o es secundaria a, una
enfermedad, trastorno o afeccion en el sujeto.

8. La Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2, para su
uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-5 o la reivindicacion 7, en la que la enfermedad,
trastorno y/o afeccion es una enfermedad, trastorno y/o afeccion inmunoldgica, en donde la enfermedad, trastorno
y/o afeccion inmunoldgica se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en enfermedad de Addison,
espondilitis anquilosante, enfermedad celiaca, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP),
osteomielitis cronica multifocal recurrente (CRMO), enfermedad de Crohn, neuropatias desmielinizantes,
glomerulonefritis, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barre, encefalitis de
Hashimoto, tiroiditis de Hashimoto, hipogammaglobulinemia, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), diabetes
insulinodependiente (tipo 1), artritis juvenil, sindrome de Kawasaki, esclerosis multiple, miastenia gravis, sindrome de
post-infarto de miocardio, cirrosis biliar primaria, psoriasis, fibrosis pulmonar idiopatica, sindrome de Reiter, artritis
reumatoide, sarcoidosis, esclerodermia, sindrome de Sjogren, lupus eritematoso sistémico (SLE), purpura
trombocitopénica (TTP), colitis ulcerosa, vasculitis, vitiligo y granulomatosis de Wegener.

9. Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2 para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-5 o la reivindicacién 7, en la que la enfermedad es una
enfermedad del tracto digestivo, en la que la enfermedad es preferiblemente gastritis crénica o una enfermedad
inflamatoria del intestino, en la que la enfermedad inflamatoria intestinal es preferiblemente enfermedad de Crohn o
colitis ulcerosa.

10. Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2 para su uso
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-5 o la reivindicaciéon 7, en la que la enfermedad es una
enfermedad del sistema respiratorio, en la que la enfermedad se selecciona preferiblemente del grupo que consiste
en asma, enfisema, bronquitis crénica y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD).

11. Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2 para su uso
de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, que incluye ademas al menos un agente adicional.
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12. Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2 para su uso
de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en la que el al menos un agente adicional se selecciona del grupo que consiste
en medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), aminosalicilatos, corticosteroides, inmunosupresores,
agentes anti-citocinas o agentes del receptor anti-citocina seleccionados de agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-5,
agentes anti-IL-13, agentes de IL-17, y agentes anti-IL-6R, antibiéticos y combinaciones de los mismos.

13. Una composicién farmacéutica que comprende: (a) Ac-TMP-2 (SEQ ID NO:2) o un fragmento
biolégicamente activo o variante de Ac-TMP-2, en donde la variante tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, junto con un vehiculo, diluyente o
excipiente farmacéuticamente aceptable, y (b) al menos un agente adicional seleccionado del grupo que consiste en
farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), aminosalicilatos, corticosteroides, inmunosupresores, agentes
anti-citocinas o del receptor anti-citocina seleccionados de agentes anti-TNFa, agentes anti-IL-5, agentes anti-1L-13,
agentes anti-IL-17, y agentes anti-IL-6R, antibidticos y combinaciones de los mismos.
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M R ¥V A I V F I A C F A V A H A C

1 AGCATATCAGCATGAGAGTCGCTATTGTTTTCATTGCATGCTTCGCAGTAGCACACGCAT

18

K ¢ E X X P R P P L E K L L €C @ 8 Q F V

61 GCAAGTGCGAAAAGAAACCTCGTCCTCCATTGGAGRAACTGCTTTGCCAATCACAATTTG

38
121
58
181
48
241
98
ol
118
361
138
421

481

T H A K v T K K R I D 6 ¥ F I ¥ Y D L E
TTACTCACGCGAARGTCACGARGARGAGAATTGATGGTTACTTCATCTATTACGACTTGG
H K E VvV ¥ K P K DR S8 I P TI E L F S8 W R
AGCATAAGGAAGTTTATAAGCCCAAAGATAGGAGTATCCCAATCGARCTCTTCTCATGGA
E XK E N C GV P DL EE GG KEUY DL I G G
GGGAANAGGAAAATTGTGGTGTTCCGGATCTCGARGAAGGCAAAGAATACCTGATAGGAG

K v T p ¥ 6 D ¢ DL VI & YV 8 R CUDUL L
GTAMAAGTGACGGATTATEGCEACGGTGATTIGGTAATTTCTGTTTCACGETGCGACCTTC

R N W TD YV 8 6 E E K KL L 6 T F K C E
TCCGARACTGGACAGACGTCTCTGGAGAGGAGAAGARATTCCTCGGARACGTTCARATGTG

N Q@ 8 * (SEQ ID NO:1)
ARRATCAGTCATAARCGCCGATTATATATAATTGAARGARGAGAAATGAACRTTTTTCAC

GCGAAAAARARANAANNAMAARAARANMARAAANADDAL

Figura 1

1 CCTCGTGCCGARTGGCACGAGGGTTTGACGTACAGRAGGECGCCGAAGTTATACTARMRCC

1

M I 8 L I v F I A ¢ L T T T Q@ A A € 8§ C

61 CATGATTTCTCTCATAGTTTTCATTGCATGCCTCACAACGACGCAGGCAGCATGCTCTTG

21
121
41
181

K P F G T L KEAUV FOCO QS D Y V L L A K
CARACCGTTCGGAACACTGAAGGARGCTTTCTGCCAATCAGATTACGTGCTTCTGGCARA
vV L 8 V N8 K ¥ ¢ E 8 8 R N E A N D M s
AGTGTTGTCAGTAAATAGTAAATATGGTGAATCGTCGAGAAATGAAGCARATGATATGAG
T T A N 6 T W 8 ¥ H V W HEMUBRT W K G P
CACGACCGCTAACGGAACATGGAGTTACCATGTATGGCACATGCGGACTTGGAAGGGTCC
v vDT S V L T T S Y 8 E CCG VTG UL L
TGTCGTTGATACTAGTGTTCTCACCACGTCATATAGCGAGTGTGGTGTARCTGGTCTCTT
K W W D Y P L T G K Q G K DG 2 I T I T
GAAAAATTGGGATTATTTTCTAACAGGCAAGCAAGGAMAAGATGGCGAAATCACCATCAC
s ¢ p F VM P 58 T D V TP EEHUDILULDM
AAGCTGCGACTTTGTAATCGCCATCARCTGATGTCACACCAGAAGAGCATGATCTTTTGAT
P L M 66 P P K K CEE KDDERTDUV K E
GGACCTCATGGGGGACCCGAARARATGTGARGARAAAGATGATGAGAGGGACGTTAARGA
N E N 8 V E E N D E K D E E E N G E K T
AAACGAGARATAGCGTRGRAGAGAATGATGAGAANGATCARGAAGAARAATGGTGAGARARC
vV E E N D E K T V E E N D E K V E E E N
AGTAGRAGAGAATGACGAGAAAACTGTGGAAGAAAACGATGAGAAAGTTGAAGAAGARRA
¢ E K T V E E NUDEK T V E E NDE X D
TGGTGAGAAARCAGTAGAAGAGANTGACGAGARRACTGTGGARGARAACGATGAGARRGA
E E E N G E KT V E ENUDE K TV E E N
TGAAGAAGAAAATGGTGAGAAAACAGTAGAGGAGAATGACGAGAAAACTGTGGAAGAARL
D E Q E * (SEQ ID NO:2)
CGATGARCAGGAGTGATCTGAACACTGCAATTTCTCGTARCCARGTGGGAATAARAATTCT

GACGAAAAARAAAAPRAAAANAAAAARAARA

Figura 2
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