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DESCRIPCION
Usos de composiciones y métodos para reducir los alérgenos de gato en el ambiente
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La invencioén se refiere en general a reducir o prevenir las alergias a los gatos o sus sintomas, y especificamente a
composiciones y métodos para reducir el alergeno principal de los gatos, Fel d 1, del ambiente.

Descripcion de la técnica relacionada

Los gatos domésticos producen algunos de los desencadenantes mas potentes de reaccion alérgica, que afectan a
personas de todo el mundo. La gravedad de los sintomas varia desde rinitis leve y conjuntivitis hasta respuestas
asmaticas potencialmente mortales. El alergeno mas prominente y potente en la caspa de gatos es Fel d 1. Fel d 1
desencadena respuestas de IgE en el 90-95 % de los pacientes con alergia a los gatos (van Ree et al., 1999, J. Allergy
Clin. Immunol. 104: 1223-1230) y representa el 60-90 % de la actividad alergénica total en caspa de gato (Kleine-
Tebbe, et al., 1993 Int. Arch. Allergy Immunol. 100: 256-262).

Se han informado las estructuras tridimensionales de solo unos pocos alérgenos (véase Valenta y Kraft, 2001,
Immunol. Rev. 179: 119-127). Las funciones bioldgicas de estos alérgenos son diversas o desconocidas, sin ninguna
caracteristica bioldgica o estructural particular que parezca predisponer a una proteina a actuar como un alérgeno
(véase Aalberse, 2000, J. Allergy Clin. Immunol. 106: 228-238). Las caracteristicas estructurales de las proteinas que
se consideran relevantes para la alergenicidad incluyen solubilidad, estabilidad, tamafio y compacidad de la proteina.
Estos aspectos reflejan la dependencia de la alergenicidad en el transporte sobre las barreras mucosas y la
susceptibilidad a las proteasas (Aalberse, 2000, supra). La modificacién postraduccional también puede afectar la
alergenicidad, tal como la introduccién de nuevos epitopos o la alteraciéon de la solubilidad, estabilidad, tamafo,
susceptibilidad a las proteasas y/o la absorcion y el procesamiento por las células presentadoras de antigeno
(Aalberse, 2000, supra). Aunque la glicosilacion afecta muchos de estos procesos, no es determinante de
alergenicidad en si misma. Muchos alérgenos no estan glicosilados, mientras que algunos estan fuertemente
glicosilados (Aalberse, 2000, supra). Como resultado, la determinacién de la base de la alergenicidad puede requerir
un estudio estructural detallado del alergeno, e incluso eso puede no arrojar resultados definitivos.

Fel d 1 es una glucoproteina tetramérica de 35 kDa formada por dos heterodimeros. Cada dimero de 18 kDa esta
compuesto por dos cadenas unidas covalentemente derivadas de dos genes independientes, la cadena 1, que
comprende 70 restos, y la cadena 2 (de la cual hay dos isoformas), que comprenden 90 o 92 restos. Se ha determinado
la estructura tridimensional de Fel d 1 (Kaiser et al., 2003, J. Biol. Chem. 278: 37730-37735, Kristensen et al., 1997,
Biol. Chem. 378: 899-908). Se encontrdé que el pliegue de la proteina tiene un parecido sorprendente con el de la
uteroglobina, una molécula similar a la citocina inducible por esteroides con propiedades antiinflamatorias e
inmunomoduladoras. La localizacién relativa de tres epitopos de IgE se determind en la superficie molecular de Fel d
1, en los restos 15-28 (cadena 2), 117-130 y 138-151 (cadena 1), respectivamente (Kaiser et al., 2003, supra).

Fel d 1 es producido por las glandulas sebaceas y las células epiteliales escamosas y se transfiere al pelaje lamiendo
y acicalando (Bartholome et al., 1985, J. Allergy Clin. Immunol. 76: 503-506; Charpin et al., 1991, J. Allergy Clin.
Immunol. 88: 77-82; Dabrowski et al., 1990, J. Allergy Clin. Immunol. 86: 462-465). Fel d 1 también esta presente en
las glandulas salivales, perianales y lagrimales (Anderson et al., 1985, J. Allergy Clin. Immunol. 76: 563-569; van
Milligen et al., 1990, Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 92: 375-378). Por consiguiente, el alergeno esta presente dentro
y sobre el animal, y también es transportado por pequefias particulas en el aire a las superficies dentro del ambiente
ocupado por el gato.

Las estrategias desarrolladas para controlar las reacciones a tales alergenos incluyen el establecimiento de tolerancia
al alergeno en un individuo y la simple evitacion. Las estrategias de tolerancia implican el establecimiento o
restablecimiento de respuestas menos dafiinas o mas productivas a los alérgenos exdgenos. Las estrategias
inductoras de tolerancia han implicado tradicionalmente la inmunoterapia con alérgenos, en donde el individuo
sensibilizado se expone intencionadamente al alérgeno de manera controlada, por ejemplo, a través de una serie de
inyecciones, o mediante absorcion oral o nasal. La inmunoterapia ha estado en uso durante mas de 100 afios y ha
tenido éxito, aunque puede llevar afos establecer un nivel aceptable de tolerancia. Si bien son potencialmente
efectivas en el individuo especifico que recibe el tratamiento, las estrategias de tolerancia son costosas, invasivas,
requieren mucho tiempo y requieren la administracion por expertos tales como médicos, inmundlogos y similares. Los
tratamientos para la tolerancia también implican un cierto nivel de riesgo asociado con reacciones adversas y
resultados negativos.

Evitar Fel d 1 es atractivo en principio, pero dificil de lograr. Un estudio de hogares con gatos indicé que Fel D1 esta

ampliamente presente, por ejemplo, en el 96,6 % de las camas, el 96,9 % de los suelos de las habitaciones, el 96,1 %
de los suelos del saldn y el 97,9 % de los sofas. (Geany et al., Pediatrics, 116(2): agosto de 2005). La ropa de los
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nifos en edad escolar de hogares que tienen gatos se probd fuera del hogar (en las escuelas) y se encontré que
contenian antigenos Fel D1.

Por consiguiente, este antigeno ambiental plantea un riesgo sustancial, no solo para las personas sensibilizadas que
viven en hogares con gatos, sino para la poblacion humana alérgica en general. (Gerge & Dreborg, Ped. Allergy
Immun., 9(1):25-30, 1998). Como resultado, si bien la posesion de gatos esta en aumento en los Estados Unidos, las
alergias a los gatos se han convertido y siguen siendo la razén principal para el abandono de los gatos a los refugios
de animales (Scarlett et al., 1999, J. Appl. Animal Welfare Sci. 2:41-57).

Aunque la evitacion completa de Fel d 1 puede no ser factible, una reduccién en la cantidad de Fel d 1, incluso una
reducciéon minima, podria tener un impacto sustancial sobre la salud de las personas sensibilizadas. Esto podria
minimizar el abandono como resultado de que una persona en el hogar se sensibilice.

Se han realizado intentos para reducir los alérgenos de gato del ambiente. Por ejemplo, el documento US 7.704.532
divulga métodos destinados a mitigar las reacciones alérgicas en seres humanos y otros animales susceptibles
poniendo en contacto directamente los alérgenos, incluidos los alérgenos de gato, con una composicion que contiene
una solucion de sal acida, que incluye sales de aluminio, calcio y/o magnesio, con ropa, superficies, interiores,
muebles, ropa de cama, plantas y similares. El documento US 5.826.546 divulga un método sin agua para lavar con
champu una mascota que comprende usar una composicion de champu espumable en combinacién con un
dispensador capaz de dispensar la composicién como una espuma. La composicién puede contener uno o mas de:
detergentes anionicos, detergentes no iénicos, detergentes anfotéricos, conservantes, agentes antimicrobianos,
antioxidantes, jabones suaves, tensioactivos, acondicionadores de la piel tal como extractos de aloe vera, fragancias,
agentes para tratar infestacion por pulgas tal como el aceite de melaleuca, un ajustador de pH tal como el acido citrico,
dependiendo de la necesidad particular de la mascota. El documento U.S. 2011/0135750 divulga métodos y
composiciones destinadas a desnaturalizar alérgenos, tal como Fel d 1 de gato, comprendiendo la composicién una
combinacién de sales de calcio y sales de lantano. El documento US 2004/0007251 divulga toallitas limpiadoras
himedas y secas que comprenden un aditivo, tal como una lectina, una proteasa y/o un inhibidor de enzimas
supuestamente capaces de unirse a o escindir un alérgeno, tal como Fel d 1 de gato, y eliminarlo de una superficie.
El documento U.S. 2006/0142394 divulga métodos para inhibir las heces de los acaros del polvo y desnaturalizar la
queratina del pelo de los animales y/o el polen o las esporas de las plantas usando una composicion que comprende
una enzima capaz de descomponer los polipéptidos de modo que no puedan desencadenar un efecto alergénico en
los seres humanos. El documento US 8.454.953 divulga métodos para reducir o prevenir alergias o sintomas de
reacciones alérgicas a alérgenos que comprenden poner en contacto la fuente del alergeno con una composicion que
comprende una molécula capaz de inhibir la capacidad del alérgeno para unirse a los mastocitos en un animal
predispuesto a tener una respuesta alérgica. La molécula puede ser un anticuerpo especifico para el alergeno, tal
como un anticuerpo especifico para el alergeno Fel d 1 de gato.

El documento WO 2004/007658 A2 se refiere a productos de limpieza para eliminar alérgenos de diversas superficies,
incluida la piel y el cabello de seres humanos y animales (véase WO 2004/007658 A2, KIMBERLY CLARK CO [US],
22 de enero de 2004). El documento US 5 679 630 A se refiere a una variedad de composiciones de limpieza que
comprenden nuevas enzimas proteasas que son variantes de carbonil hidrolasa (documento US 5 679 630 A, BAECK
ANDRE [BE] ET AL., 21 de octubre de 1997). El documento EP 0 425 018 A2 se refiere a métodos y formulaciones
para eliminar sustancias que contienen glucosidos, tal como glucoproteinas, de las superficies mediante el tratamiento
con endoglicosidasa Tipo Il sola o en combinacion con otras enzimas y/o detergentes (véase el documento EP 0 425
018 A2, PROCTER & GAMBLE [US], GENENCOR INT [US]. 2 de mayo de 1991). El documento US 2007/196353 A1
se refiere a procedimientos médicamente sélidos para la reduccién de la alergenicidad ambiental debido a
determinados alérgenos en el aire que se sabe que producen asma, rinitis alérgica y eccema atopico tanto en seres
humanos como en animales (véase el documento US 2007/196353 A1, PAYTON HUGH W [US], 23 de agosto de
2007). El documento WO 2010/030058 A1 se refiere a un filtro de limpieza de aire que tiene un vehiculo con una capa
de una enzima proteolitica aplicada al mismo, y un método para fabricarlo (véase el documento WO 2010/030058 A1,
LG ELECTRONICS INC [KR], LEE SUNG HWA [KR], 18 de marzo de 2010 ), YUANXIU WANG ET AL. describe la
tecnologia de preparacion de oligopéptidos de alto valor F a partir de harina de gluten de maiz (véase YUANXIU
WANG ET AL., "Preparation of High F-Value Oligopeptides from Corn Gluten Meal and lts Antifatigue Functions",
Biomedical Engineering and Biotechnology (ICBEB), 2012, International Conference on Biomedical Engineering and
Biotechnology, IEEE, 28 de mayo de 2012, paginas 429-432). SZYMKIEWICZ AGATA ET AL. describe una aplicacion
de analisis de inmunotransferencia de dos materiales proteicos diferentes (guisante y leche) hidrolizados con enzimas
seleccionadas (Alcalasa, pronasa y papaina) (véase SZYMKIEWICZ ET AL., "Examination of immunogenic properties
of hydrolysed milk and pea proteins - application of immunoblotting technique", POLISH JOURNAL OF FOOD AND
NUTRITION SCIENCES, vol. 12, no. Suppl. 1., 1 de enero de 2003, paginas 79-83).

Varios productos y métodos disponibles comercialmente también pretenden reducir los alérgenos del ambiente. Uno
de estos métodos, que se dice que es util para la prevencién o mitigacion de reacciones alérgicas en seres humanos,
incluidas las provocadas por Fel d 1 de gato, se realiza primero limpiando las superficies del ambiente y después
aplicando una soluciéon basada en agua que contiene un ingrediente derivado de extractos de semillas de frutas y
verduras, usando un aplicador en aerosol para superficies tales como colchones, moquetas, muebles tapizados,
alfombras y tratamientos de ventanas (véase el Informe Especial MASTERBLEND® sobre RESPONSIBLECARE
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SYSTEM ™ ALLERGY RELIEF TREATMENT™, url masterblend.net). APDC, Inc. (url apdc-inc.com) produce el
aerosol anti alérgeno ALLER-RX®, que es una composicion liquida que se dice que procede de plantas y compuestos
organicos de origen natural, que contiene diéxido de cloro. Otro método implica aplicar directamente una composicion
que comprende champu e ingredientes acondicionadores de la piel directamente a un animal para eliminar los
alérgenos, incluido Fel d 1 de gato, sobre el pelaje y la piel del animal (véase ALLERPET®, producido por Allerpet,
Inc., Nueva York, NY). Se demostré que la aplicacion directa de la composicion a un gato reduce la cantidad de Fel d
1 en el pelaje del gato y en la alfombra expuesta a los gatos (LGH Koren, E Janssen, A Willemse, American Academy
of Allergy and Immunology March 1995 Annual Meeting, Eindhoven & Utrecht, Netherlands).

Aunque, como se resume anteriormente, determinados métodos y composiciones estan disponibles en la técnica,
sigue existiendo la necesidad de métodos adicionales y mejorados para reducir Fel d 1 en el ambiente o volverlo
menos alergénico o no alergénico. También existe la necesidad de composiciones que permitan un control suficiente
del nivel y/o potencia de Fel d 1 para reducir, minimizar o prevenir una respuesta alérgica en individuos predispuestos
a tener dicha respuesta.

Sumario de la invencion
Es, por lo tanto, un objeto de la presente invencion reducir o eliminar Fel d 1 alergénico de un ambiente.

Es un objeto adicional de la invencién reducir o eliminar Fel d 1 alergénico de ambientes que comprenden el ambiente
local de un individuo que puede sufrir alergias a los gatos.

Es todavia un objeto adicional de la invencién reducir o eliminar Fel d 1 alergénico de fuentes del alérgeno, por ejemplo,
pelo de gato, piel o pelaje, o saliva de gato.

Se puede lograr uno o mas de estos otros objetos utilizando formulaciones, productos, kits y métodos que comprenden
enzimas proteasas que interactian con Fel d 1 y degradan sustancialmente los epitopos alergénicos en el Fel d 1,
reduciendo o eliminando de ese modo su alergenicidad.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. SDS-PAGE que muestra que Fel d 1 esta completamente degradado por una subtilisina de Bacillus
licheniformis. Se incubo Fel d 1 natural (1,9 ug) durante la noche con 0,1, 1 0 10 ufr s' de actividad de subtilisina
de Bacillus licheniformis (Alcalase®, Novozymes) a 37 °C en tampoén Tris/HCI (200 mM, pH 7,8) o tampdn de
acetato de amonio (100 mM, pH 4,0. Sirvieron como controles la subtilisina (10 ufr s™') sin Feld 1y Fel d 1 sin la
subtilisina.

Figura 2. Histograma que muestra la concentracién residual de Fel d 1 después de la degradacion catalizada por
proteasas como se determina por ELISA. Se incub6 Fel d 1 natural (2,5 pg) durante la noche con todas las
proteasas comerciales probadas (excepto BLAP) en 20 ul del tampdén 6ptimo en actividades minimamente
necesarias para lograr la degradacion completa de Fel d 1 (véase, Tabla 2). Las muestras se diluyeron y analizaron
por ELISA con intervalos de tiempo de 20 y 30 minutos. Como resultado de la dilucién, se esperaba una
concentracion inicial de 12 ng mlI'* de Fel d 1 (es decir, en ausencia de degradacion). El control negativo (Ctrl. Neg)
no contenia Fel d 1, los controles positivos contenian Fel d 1 incubado con los diferentes tampones: Ctrl. Pos 1:
tampon Tris/HCI (200 mM, pH 7,8), Ctrl. Pos 2: tampén fosfato sédico (100 mM, pH 7,8), Ctrl. Pos 3: tampdn fosfato
sédico (100 mM pH 6,0), Ctrl. Pos 4: tampdn acetato de amonio (100 mM, pH 4,0). Las degradaciones catalizadas
por proteasas se realizaron por duplicado.

Figura 3. Histograma que muestra la actividad hidrolizante de queratina de las proteasas segun lo determinado por
el ensayo TNBS. El polvo de queratina se incub6 durante la noche con las proteasas activas en concentraciones
y en condiciones de reaccidon que se habia encontrado que eran 6ptimas para la degradacion de Fel d 1 (véase la
Tabla 2). Los productos de degradacion de queratina se determinaron espectrofotométricamente a 405 nm en
diluciones de 10 veces de las muestras después de la reaccion de acoplamiento con acido picrilsulfénico (TNBS).
Los datos representan la diferencia entre la absorbancia determinada en las muestras y en los controles con el
mismo tampon pero sin proteasa. El promedio y la desviacién estdndar se determinaron a partir de tres repeticiones
independientes del experimento.

Figura 4. Histograma que muestra el efecto téxico celular de las proteasas en los queratinocitos humanos segun
lo determinado por los ensayos con Sulforhodamine B y WST-1. Los queratinocitos humanos primarios cultivados
de manera confluente se incubaron durante la noche con proteasas activas (en medio de cultivo celular) a
concentraciones que se identificaron como minimamente necesarias para degradar 125 ug ml'' de Fel d 1 (véase
la Tabla 2). Después de la incubacion, la vitalidad celular restante se determiné para todas las células por pocillo
(células adherentes y desprendidas) mediante tincion (de células metabdlicamente activas) con WST-1. La vitalidad
celular restante de las células adherentes solas se determind después mediante tincion (de las proteinas de las
células vivas) con Sulforhodamine B. Las células que no se incubaron con proteasas sirvieron como control
(corresponde al 100% de la vitalidad celular restante). EI promedio y la desviacion estandar se determinaron a
partir de tres repeticiones independientes del experimento.

Figura 5. Histograma que muestra el efecto del isopropanol sobre la degradacion catalizada por proteasas de Fel
d 1. Las proteasas activas se incubaron durante la noche con 0, 2,5 %, 5,0 %, 7,5 %, 10,0 % y 12,5 % de
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isopropanol en concentraciones y en condiciones de reaccion que se encontraron 6ptimas para la degradacion de
Fel d 1 (véase la Tabla 2). Las muestras se diluyeron y analizaron por ELISA con intervalos de tiempo de 20
minutos. La concentracion residual de Fel d 1 indicada representa el porcentaje de Fel d 1 determinado para las
muestras en comparacion con el Fel d 1 para los controles de tampdn respectivos con una concentracién maxima
de isopropanol pero sin proteasa. El promedio y la desviacion estandar se determinaron a partir de tres repeticiones
independientes del experimento.

Figura 6. Grafico que muestra el efecto de Tween® 20 sobre la degradacién catalizada por proteasas de Fel d 1.
Las proteasas activas se incubaron durante la noche con 0, 10 %, 20 % y 30 % de Tween® 20 en concentraciones
y en condiciones de reaccion que se encontraron 6ptimas para la degradacion de Fel d 1 (véase la Tabla 2). Las
muestras se diluyeron y analizaron por ELISA con intervalos de tiempo de 20 minutos. La concentracion residual
de Fel d 1 indicada representa el porcentaje de Fel d 1 determinado para las muestras en comparacién con el Fel
d 1 para los controles de tampdn con las concentraciones de Tween® 20 respectivas pero sin proteasa. El promedio
y la desviacién estandar se determinaron a partir de tres repeticiones independientes del experimento.

Figura 7. Histograma que muestra el efecto de la cisteina y las diferentes concentraciones de leche desnatada en
la degradacion catalizada por papaina de diferentes concentraciones de Fel d 1 en saliva artificial de gato durante
la incubacion durante la noche a 37 °C. Se incubaron 1,25, 12,5y 125 ug ml-' de Fel d 1 natural durante la noche
con 4,65 uyg ml'! de papaina (corresponde a 60 ufr s' en 20 ul de mezcla de reaccion, véase la Tabla 2) a 37 °C
en saliva artificial de gato con 0, 71, 714 y 7140 ug ml! de leche desnatada con y sin 40 mM de cisteina. Después
de la incubacion, las muestras se diluyeron y analizaron por ELISA con intervalos de tiempo 30 minutos. Como
resultado de la dilucién, se esperaba una concentracion maxima de 12 ng ml-' de Fel d 1 (es decir, en ausencia de
degradacion). El promedio y la desviacion estandar se determinaron a partir de dos repeticiones independientes
del experimento.

Figura 8. Histograma que muestra la determinacién de Fel d 1 por ELISA después de la incubacion durante 1 hora
y durante la noche a 37 °C con diferentes concentraciones de subtilisina de Bacillus licheniformis (Protex® 6L) en
saliva artificial de gato (condiciones extremas). Se incubaron 125 ug ml' de Fel d 1 natural durante 0 minutos, 1
hora o 20 horas (durante la noche) con 0, 9.5, 95, 950 y 9500 ug ml"' de la subtilisina a 37 °C en saliva artificial de
gato (condiciones extremas). La reaccion se detuvo mediante la adiciéon de PMSF 1 mM. Las muestras se diluyeron
y analizaron por ELISA con intervalos de tiempo 30 minutos. Como resultado de la dilucién, se esperaba una
concentracion maxima de 12 ng ml'' de Fel d 1 (es decir, en ausencia de degradacién).El promedio y la desviacion
estandar se determinaron a partir de dos repeticiones independientes del experimento.

Figura 9. Histograma que muestra los resultados de las pruebas de papaina y subtilisina de Bacillus licheniformis
(Protex® 6L) a concentraciones 1000 veces mayores para la degradacion de Fel d 1 en la saliva artificial del gato
después de la incubacion durante 5 a 60 min. Se incubaron 4,5 mg ml"" de papaina y 9,5 mg mI! de la subtilisina
durante 0, 5, 10, 15 y 60 minutos con Fel d 1 en saliva artificial de gato a 37 °C en condiciones normales y extremas.
La reaccion se detuvo mediante la adicion de E64 100 uM (para papaina) y PMSF 1 mM (para subtilisina). Las
muestras se diluyeron y analizaron por ELISA con intervalos de tiempo 30 minutos. La concentracion residual de
Fel d 1 indicada representa el porcentaje de Fel d 1 determinado para las muestras en comparacién con el Fel d 1
para los controles de tampdn respectivos sin proteasa. El promedio y la desviacion estandar se determinaron a
partir de tres repeticiones independientes del experimento. Abr.: n.d., no determinado.

Figura 10. Histograma que muestra los resultados de probar diferentes combinaciones de concentraciones de
papaina y subtilisina de Bacillus licheniformis (Protex® 6L) (en proporcion constante) para la degradacién de Fel d
1 en saliva artificial del gato después de la incubacion durante 0 a 60 min. Las diferentes combinaciones de
concentraciones de papaina y subtilisina (4,5 y 9,5 uyg ml'; 45y 95 ug ml'; 450 y 950 ug mi-'; 4500 y 9500 ug ml-
" de papaina y subtilisina, respectivamente) se incubaron durante 0, 5, 10, 15 y 60 min con Fel d 1 en saliva artificial
de gato a 37 °C en condiciones normales y extremas. La reaccién se detuvo mediante la adicion de E64 100 uM y
PMSF 1 mM. Las muestras se diluyeron y analizaron por ELISA con intervalos de tiempo 30 minutos. La
concentracion residual de Fel d 1 indicada representa el porcentaje de Fel d 1 determinado para las muestras en
comparacion con el Fel d 1 para los controles de tampdn respectivos sin proteasa. El promedio y la desviacion
estandar se determinaron a partir de dos repeticiones independientes del experimento.

Figura 11. Histograma que muestra los resultados de probar diferentes combinaciones de concentraciones de
papaina y subtilisina de Bacillus licheniformis (Protex® 6L) (con concentracion de papaina constante) para la
degradacion de Fel d 1 en saliva artificial del gato después de la incubacién durante 0 a 10 min. Las diferentes
combinaciones de concentraciones de papaina y subtilisina (4500 y 1188 ug ml'; 4500 y 2375 ug ml-1; 4500 y
4750 pg mi-1; 4500 y 9500 pg ml-1 de papaina y subtilisina, respectivamente) se incubaron durante 0, 5, y 10, min
con Fel d 1 en saliva artificial de gato a 37 °C en condiciones normales y extremas. La reaccién se detuvo mediante
la adicion de E64 100 uM y PMSF 1 mM. Las muestras se diluyeron y analizaron por ELISA con intervalos de
tiempo 30 minutos. La concentracion residual de Fel d 1 indicada representa el porcentaje de Fel d 1 determinado
para las muestras en comparacion con el Fel d 1 para los controles de tampdn respectivos sin proteasa. El
promedio y la desviacién estandar se determinaron a partir de dos repeticiones independientes del experimento.
Figura 12. Histograma que muestra los resultados de probar diferentes combinaciones de concentraciones de
papaina y subtilisina de Bacillus licheniformis (Protex® 6L) (con concentracion de subtilisina constante) para la
degradacion de Fel d 1 en saliva artificial del gato después de la incubacion durante 0 a 10 min. Las diferentes
combinaciones de concentraciones de papaina y subtilisina (565 and 1188 ug ml'; 1125 y 1188 ug ml'; 2250 y
1188 ug mi'; 4500 y 1188 ug ml' de papaina y subtilisina, respectivamente) se incubaron durante 0, 5y 10 min
con Fel d 1 en saliva artificial de gato a 37 °C en condiciones normales y extremas. La reaccién se detuvo mediante
la adicién de E64 100 uM y PMSF 1 mM. Las muestras se diluyeron y analizaron por ELISA con intervalos de
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tiempo 30 minutos. La concentracion residual de Fel d 1 indicada representa el porcentaje de Fel d 1 determinado
para las muestras en comparacion con el Fel d 1 para los controles de tampodn respectivos sin proteasa. El
promedio y la desviacién estandar se determinaron a partir de dos repeticiones independientes del experimento.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Como se usa en el presente documento, el término "alergia" es sinénimo de "respuesta alérgica" o "reaccion alérgica".
Cada una de las expresiones se refiere a un estado de respuesta inmunitaria en un animal especifico a un antigeno
exogeno (o "alergeno”) que de otro modo no es perjudicial para el animal. Un "sintoma" de una respuesta alérgica se
refiere a cualquier medida de la respuesta inmunitaria mencionada anteriormente, por ejemplo, a nivel molecular
(incluida la medicion de una actividad o expresion de una proteina, transcrito o gen), a nivel celular, a nivel de 6rganos,
a nivel sistémico o a nivel de organismo. Tales sintomas pueden comprender uno o mas de tales niveles. Los sintomas
pueden incluir fendmenos generalizados tales como inflamacion, problemas respiratorios, hinchazén o malestar
tipicamente asociados con alergia, rinitis, edema y trastornos alérgicos de la piel que incluyen, pero sin limitacion,
dermatitis atopica (por ejemplo, eccema), urticaria (por ejemplo, ronchas) y angioedema y dermatitis alérgica de
contacto. Los fendmenos mas especificos que son "sintomas" de una respuesta alérgica incluyen cualquier cambio
medible u observable, por ejemplo a nivel celular, incluidos, pero sin limitacion, cambios locales o sistémicos en las
poblaciones celulares, eosinofilia, reclutamiento y/o activaciéon de células inmunitarias, incluyendo, por ejemplo,
mastocitos y/o basdfilos, cambios en las células presentadoras de antigeno (incluidas, pero sin limitacion, células
dendriticas portadoras de FceRl), cambios intracelulares o moleculares, que incluyen la medicion u observaciones de
una 0 mas etapas en una cascada inmunitaria, liberacion de compuestos intracelulares que median una respuesta
alérgica (por ejemplo, mediadores ), y cambios en una o mas citocinas (por ejemplo, IL-3, IL-5, IL-9, IL-4 o0 IL-13) o
compuestos relacionados o antagonistas de los mismos. El experto en la materia entendera que determinados
sintomas, tal como se definen en el presente documento, se miden mas facilmente que otros, y algunos se miden
mediante una evaluacién subjetiva o autoevaluacién del sintoma. Para otros sintomas, existen ensayos o mediciones
convenientes o rapidos para evaluar objetivamente los cambios.

El término "ambiente", como se usa en el presente documento, tiene tres componentes relacionados con el alérgeno
Fel d 1 de gato. A veces se les conoce como "alrededor del gato”, "sobre el gato" y "en el gato". El ambiente "alrededor
del gato" se refiere al ambiente local de un individuo que puede sufrir alergias a los gatos, y/o un ambiente local
habitado por un gato. Por ejemplo, una casa, habitacién, coche, oficina, hotel, patio, garaje y similares, podrian ser
"ambientes" como se usa en el presente documento. Cualquier superficie inanimada sobre la que se pueda colocar un
alergeno se considera parte del ambiente. Las particulas en el aire que contienen el alergeno también se consideran
parte del ambiente. Aunque los ambientes alrededor del gato son con frecuencia interiores, nada en el presente
documento excluye que un area limitada parcial o completamente abierta o al aire libre sea un ambiente, por ejemplo,
un patio, terraza, rellano, veranda, cenador, porche o similares pueden constituir un ambiente para los fines del
presente documento. El entorno también puede comprender una parte o la totalidad de un animal que es la fuente de
un alérgeno, por ejemplo, la piel, el pelaje o la saliva del gato sobre la piel o el pelaje del gato ("sobre el gato") o la
cavidad bucal o la saliva del gato en el mismo ("en el gato").

Como se usa en el presente documento, un "individuo" significa un animal individual de cualquier especie o tipo,
incluyendo un ser humano.

Con respecto a los kits, el término "paquete unico" significa que los componentes de un kit estan fisicamente asociados
en uno o mas envases y se consideran una unidad para su fabricacion, distribucion, venta o uso. Los envases incluyen,
aunque sin limitacion, bolsas, cajas o cartones, botellas, paquetes de cualquier tipo, disefio o material, envoltura,
envoltura retractil, componentes fijados (por ejemplo, grapados, adheridos o similares), o combinaciones de cualquiera
de los anteriores. Por ejemplo, un kit de un solo paquete puede proporcionar envases de composiciones individuales
y/o composiciones alimenticias fisicamente asociadas de modo que se consideren una unidad para la fabricacion,
distribucion, venta o uso.

La expresion "paquete virtual" significa que los componentes de un kit estan asociados por instrucciones en uno o mas
componentes fisicos o virtuales del kit que le indican al usuario como obtener los otros componentes, por ejemplo, en
una bolsa u otro envase que contiene un componente y las instrucciones que instruyen al usuario a visitar un sitio web
o aplicaciéon de dispositivo personal ("aplicacion"), escuchar un mensaje grabado o un servicio de devolucién de fax,
ver un mensaje visual o ponerse en contacto con un cuidador o instructor para obtener, por ejemplo, instrucciones
sobre como usar el kit, o informacion de seguridad o técnica sobre uno o mas componentes de un kit. Ejemplos de
informacién que se pueden proporcionar como parte de un kit virtual incluyen instrucciones de uso; informacion de
seguridad tal como hojas de datos de seguridad del material; informacién de control de envenenamiento; informacion
sobre posibles reacciones adversas; resultados de estudios clinicos; informacion dietética tal como composicion de
alimentos o composicidn caldrica; informacion general sobre actividad fisica, ejercicio, metabolismo, resistencia y
similares.

Todos los porcentajes expresados en el presente documento son en peso de la composicién sobre una base de
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materia seca a menos que se indique especificamente lo contrario. El experto en la materia apreciara que la expresion
"base de materia seca" significa que la concentracion o porcentaje de un ingrediente en una composiciéon se mide o
determina después de que se haya eliminado cualquier humedad libre en la composicion.

Los intervalos se usan en el presente documento en forma abreviada, para evitar tener que exponer en longitud y
describir todos y cada uno de los valores dentro del intervalo. Se puede seleccionar cualquier valor apropiado dentro
del intervalo, cuando sea adecuado, como el valor superior, el valor inferior o el extremo del intervalo.

Donde se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" indica que el valor dado, se pretende mas o
menos 20 % 0 15 % 0 10 % 0 5 % o 1 %. Por lo tanto, "aproximadamente" se usa como una forma abreviada para
reflejar el reconocimiento de que pequefias variaciones del valor literal establecido todavia estan dentro del alcance
de la invencién.

Como se utiliza en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, la forma singular de una palabra incluye
el plural y viceversa, a menos que el contexto indique claramente otra cosa. Por consiguiente, las referencias "un",
"unal/o" y "el/la" generalmente incluyen los plurales de los términos respectivos. Por ejemplo, la referencia a "un gato",
"un método" o "un producto” incluye una pluralidad de tales "gatos", "métodos" o "productos”. De forma analoga, las
palabras "comprende", y "que comprende" deben interpretarse de manera inclusiva en lugar de exclusivamente. Del
mismo modo, los términos "incluye", "incluyendo" y "o0" deben interpretarse como inclusivos, a menos que dicha
construccion esté claramente prohibida en el contexto. Como se usa en el presente documento, "ejemplos”, o "por
ejemplo”, particularmente cuando va seguido de una lista de términos, es meramente ejemplar e ilustrativo, y no debe

considerarse exclusivo o completo.

La expresion "que comprende" pretende incluir realizaciones abarcadas por los términos "que consiste esencialmente
en"y "que consiste en". De forma analoga, la expresion "que consiste esencialmente en" pretende incluir realizaciones
abarcadas por la expresion "que consiste en".

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos, términos de la técnica y acrénimos
utilizados en el presente documento tienen los significados comiunmente entendidos por un experto en la materia en
el(los) campo(s) de la invencion, o en el(los) campo(s) donde se usa el término. Aunque cualquier composicion,
método, articulo de fabricaciéon u otros medios o materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento pueden usarse en la practica de la presente invencion, se describen las composiciones, métodos, articulos
de fabricacion preferidos u otros medios o materiales descritos en el presente documento.

Realizaciones de la invencion

Se proporcionan usos de composiciones y métodos para reducir o eliminar el alérgeno de gato Fel d 1 del ambiente
como se define en las reivindicaciones. La invencion surge en parte del descubrimiento de los presentes inventores
de que determinadas enzimas, particularmente las enzimas proteoliticas (proteasas), pueden degradar los epitopos
antigénicos de Fel d 1, reduciendo o eliminando de este modo, su efecto alergénico.

Un aspecto de la invencion presenta el uso de una formulacién para reducir o eliminar la alergenicidad de Fel d 1, que
comprende proteasas que interactuan con Fel d 1 y degradan sustancialmente los epitopos alergénicos en Fel d 1, en
donde las proteasas comprenden al menos la serina proteasa Subtilisina de B. licheniformis y papaina. Generalmente,
las proteasas eficaces pueden provenir de serina proteasas, tiol proteasas, aspartil proteasas, metaloproteasas de
zinc o cualquier combinacién de las mismas.

Generalmente, las serina proteasas adecuadas pueden incluir subtilisina, proteinasa K, tripsina, alfa-quimotripsina,
endoproteinasa Glu-C y endoproteinasa Lys-C. Si se usa subtilisina, puede provenir de una especie de Bacillus
seleccionada de B. licheniformis, B. clausii, B. haloudurans, B. lentus, B. amyloliquefaciens, B. subtilis o cualquier
combinacion de las mismas. Las tiol proteasas pueden incluir bromelaina, papaina y ficina, que se obtienen de fuentes
vegetales, por ejemplo, plantas de pifa, papaya e higo. Las aspartil proteasas pueden incluir quimosina bovina,
endotiapepsina (por ejemplo, de Chryphonectria parasitica), mucorpepsina/renina (por ejemplo, de Mucor miehei),
pepsina (por ejemplo, de origen porcino) y aspergillopepsina (por ejemplo, de Trichoderma reesei, Aspergillus niger o
Aspergillus oryzae). Las metaloproteasas de zinc pueden incluir termolisina (por ejemplo, de Bacillus
thermoproteolyticus rokko o Geobacillus sp.) Y endoproteinasa Asp-N, (por ejemplo, de Flavobacterium
meningosepticum).

La Tabla 1 a continuacion expone proteasas adecuadas para su uso en la presente invencion. Las proteasas pueden
purificarse de una fuente biolégica o pueden obtenerse de fuentes comerciales. Determinadas fuentes comerciales
ejemplares se muestran en la tabla; muchas otras estan disponibles.
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La proteasa, o combinacién de proteasas, en la formulacién puede reducir la unién de Fel d 1 a los anticuerpos anti-
Fel d 1 en al menos un 50% en condiciones aplicables a la proteasa o combinacién de las mismas, como se describe
en los Ejemplos, medida por uno o méas de ELISA, SDS-PAGE, o cualquier otro método conocido para detectar la
presencia del antigeno y/o epitopos antigénicos o la unién del antigeno a los anticuerpos especificos de Fel d 1. Por
ejemplo, las proteasas pueden incluir ona o mas de subtilisina, proteinasa K, alfa-quimotripsina, tripsina,
endoproteinasa Lys-C, bromelaina, papaina, ficina, quimosina, endotiapepsina, mucorpepsina/rennina, pepsina,
aspergillopepsina, termolisina y endoproteinasa Asp-N.

Mas particularmente, la proteasa, o combinacién de proteasas, en la formulacién puede reducir la unién de Fel d 1 a
los anticuerpos anti-Fel d 1 en al menos un 90 % en condiciones aplicables a la proteasa o combinacion de las mismas,
como se describe en los Ejemplos, medida por uno o mas de ELISA, SDS-PAGE, o cualquier otro método conocido
para detectar la presencia del antigeno y/o epitopos antigénicos o la unién del antigeno a los anticuerpos especificos
de Fel d 1. Por ejemplo, las proteasas pueden incluir ona o mas de subtilisina ( por ejemplo, de Bacillus licheniformis,
B. clausii, B. lentus B. amyloliquefaciens y/o B. subtilis), tripsina (por ejemplo, porcina), alfa-quimotripsina (por ejemplo,
bovina), bromelaina, papaina, ficina, quimosina (por ejemplo, bovina), endotiapepsina, mucorpepsina/rennina,
pepsina, aspergillopepsina (por ejemplo, de Trichoderma reesei, Aspergillus niger o Aspergillus oryzae), termolisina y
endoproteinasa Asp-N.

Proteasas adecuadas en general pueden incluir una o méas de papaina, subtilisina de B. licheniformis,
aspergillopepsina de A. oryzae, endoproteinasa Asp-N, bromelaina, ficina, alfa-quimotripsina, endotiapepsina de
Cryphonectria parasitica, pepsina y termolisina de Geobacillus sp. Las proteasas de la composicion de la invencién
incluyen papaina y subtilisina de B. licheniformis.

Los presentes inventores han determinado que determinadas proteasas pueden ser particularmente adecuadas para
SU uUso en composiciones que contienen alcohol o determinados detergentes. Por ejemplo, la proteasa, o combinacién
de proteasas, puede reducir la unién de Fel d 1 a anticuerpos anti-Fel d 1 en al menos un 50 % en presencia de hasta
un 7,5 % de isopropanol en condiciones de reaccion como se establece para las clases respectivas de enzimas en la
Tabla 2. Estas proteasas pueden incluir una o mas de ficina, bromelaina, papaina, aspergillopepsina de Aspergillus
oryzae, o endoproteinasa Asp-N. En otro aspecto, la proteasa, o combinacién de proteasas, reduce la unién de Fel d
1 a anticuerpos anti-Fel d 1 en al menos un 50 % en presencia de detergente no idnico, por ejemplo, polisorbato 20
(Tween® 20) hasta en un 10 %, en condiciones de reaccion como se establece en la Tabla 2. Estas proteasas pueden
incluir ona o0 mas de aspergillopepsina de A. oryzae, endoproteinasa Asp-N, subtilisina de B. licheniformis, papaina,
bromelaina y ficina. La formulaciéon puede comprender ademas un aditivo que potencia la eficacia de la enzima en la
degradacion del Fel d 1. En determinadas realizaciones, el aditivo es cisteina o sales/iones de calcio (Ca?*), o una
combinacidn de cisteina y sales/iones de calcio, o compuestos que forman cisteina o sales/iones de calcio in situ.

En diversas realizaciones, la formulacion se dispone dentro de una composicion seleccionada de, por ejemplo: agente
de limpieza liquido, sélido o en polvo, aerosol, pafio himedo, toallita, esponja, pastilla soluble en agua, filtro, alimento,
suplemento de aceite o de agua, filtro de aspiradora o aditivo, granulo, detergente, desodorizador de alfombras y
habitaciones, arena, aditivo para arena, guante, aditivo para productos no de tejido, saco para lavadora (pastilla),
pastillas liquidas multicamara. De manera adicional, Las formulaciones se pueden disponer en una preparacioén oral.
En un aspecto, la formulacién puede disponerse en un juguete, por ejemplo, un juguete para gatos, incluyendo juguetes
comestibles y no comestibles.

En determinadas realizaciones, la formulacion puede comprender un granulo, polvo o comprimido que se reconstituye
con un liquido (por ejemplo, agua, tampodn u otro liquido) antes de su uso. La formulacién puede comprender un liquido
0 aerosol que se puede aplicar a una superficie o al animal. Preferentemente, el aerosol no se pulveriza. Los aerosoles
adecuados que no se pulverizan pueden hacerse de acuerdo con métodos conocidos en la técnica.

En determinadas realizaciones, las formulaciones contienen enzimas que generalmente se reconocen como seguras
para su uso en alimentos y cosméticos. Dichas formulaciones son particularmente adecuadas para su uso en jabones,
champus, espumas/muses, polvos, aerosoles, acondicionadores, enjuagues, geles, lociones, collares, dispersantes,
guantes humedos, toallitas humedas, dentifricos y/o enjuagues bucales, o cualquier otra composicion adecuada para
aplicar sobre la piel, el cabello, pelaje o cavidad oral, o dispuesta dentro de una composicién comestible, o formulada
para afadirse a cualquiera de tales composiciones.

En determinadas realizaciones, la proteasa sustancialmente no tiene interaccién con sustancias que incluyen
queratina, colageno, elastina, fibronectina, otras proteinas y fibras o tejidos (en ropa, alfombras, tapicerias, cortinas y
ropa de cama). Proteasas adecuadas que son inactivas en tales proteinas incluyen, pero sin limitacion, papaina y
pepsina.

En otras realizaciones, la proteasa puede ser activa contra la queratina y puede ser Util para reducir la acumulacion
de queratina que puede producirse cuando la mascota se lava con champu. Por ejemplo, se encontré que bromelaina,
ficina aspergillopepsina, endotiapepsina determinadas subtilisinas, termolisina, endoproteinasa Asp-N y alfa-
quimotripsina degradan la queratina (Ejemplo 2).
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Otro aspecto de la invencion presenta un método de producir una formulacién para reducir o eliminar la alergenicidad
de Fel d 1. En general, el método comprende combinar al menos una proteasa que interactta con el Fel d 1 y degrada
sustancialmente los epitopos alergénicos en el Fel d 1 con un medio en el que la proteasa esta activa o puede activarse
antes de su uso. El medio puede ser cualquier medio que satisfaga el requisito mencionado anteriormente, incluyendo,
pero sin limitacion, liquidos, solidos, granulos, polvos, pafios humedo, toallitas humedas, guantes, esponjas,
comprimidos solubles en agua, filtros, alimentos, suplementos dietéticos, bebidas, concentrados a afiadir a alimentos
o bebidas, filtros de aspiradora o aditivos, detergentes, desodorizadores de alfombras tapicerias y habitaciones,
arenas, aditivo para arenas, guantes, sacos para lavadora (pastilla), por nombrar solo algunos.

Las proteasas pueden incluir cualquiera de las proteasas analizadas anteriormente, o cualquier combinacion de las
mismas, en una cantidad adecuada para degradar el Fel d 1 lo suficiente como para inhibir que se una a los anticuerpos
anti-Fel d 1 durante el tiempo que la formulacion esta expuesta al Fel d 1 en el ambiente (alrededor del gato, sobre el
gato o en el gato). Por ejemplo, las formulaciones destinadas a aplicarse a un ambiente y eliminarse poco después
del mismo (por ejemplo, en minutos u horas), tal como un agente de limpieza, champu para mascotas o producto oral,
deben contener una concentracion de proteasa(s) suficiente para degradar Fel d 1 dentro de ese periodo de tiempo.
Los analisis cinéticos analizados en los Ejemplos proporcionan intervalos de concentracién de las proteasas para
lograr dicho resultado. Por ejemplo, el analisis cinético de papaina y subtilisina de B. licheniformis en saliva artificial
de gato revel6 que, en condiciones normales de saliva de gato, mas del 80 % de Fel d 1 se degradé en 5 minutos por
papaina a 4,5 mg ml' y por la subtilisina a 9,5 mg ml-'. Las formulaciones destinadas a permanecer en su lugar durante
un tiempo prolongado (por ejemplo, varias horas o durante la noche), como un aerosol para tapiceria o tela o una
espuma, gel, champu o aerosol sin enjuague, requeririan una menor concentracion de proteasa(s).

El experto en la materia puede medir la degradacion de Fel d 1 por cualquier método conocido en la técnica. Por
ejemplo, la degradacién de Fel d 1 se puede medir mediante ELISA y/o SDS-PAGE, o combinaciones de los mismos.
Los ensayos ELISA se utilizan para determinar la cantidad de unién de Fel d 1 a los anticuerpos especificos de Fel d
1 después de la exposicién a la(s) proteasa(s).

Ademas, la actividad de proteasas se mide y normaliza usando un ensayo de proteasas convencional. Usando dicho
ensayo, las actividades de proteasa pueden normalizarse a través de proteasas y condiciones de ensayo. Un sistema
de ensayo de actividad de proteasa tipico incluye un sustrato de proteasa y un tampdn adecuado para soportar la
actividad de proteasa, y también puede incluir diluyentes o disolventes y otros agentes Utiles para la actividad de
proteasas (por ejemplo, cisteina). Por lo general, el sustrato esta disefiado de tal manera que la escisién del sustrato
por la proteasa genera un producto detectable. Por ejemplo, un tipo de ensayo de proteasas utiliza una proteina, por
ejemplo, caseina, derivatizada para contener fluoréforo que se inactiva hasta que la proteasa escinde la proteina. Tras
la escision por la proteasa, el fluoréforo se separa del inactivador y produce una sefial de fluorescencia
cuantitativamente detectable.

También son adecuados para su uso otros tipos de ensayos de actividad de proteasa. Por ejemplo, un ensayo puede
utilizar una proteina succinilada, tal como la caseina, como sustrato. La hidrdlisis de este sustrato en presencia de
proteasa da como resultado la liberacion de fragmentos peptidicos con grupos amino terminales libres. Estos péptidos
se hacen reaccionar con acido trinitrobencenosulfénico (TNBS), seguido de la medicién del aumento de absorbancia
que resulta de la formacion de aductos de péptido TNB de color amairrillo.

Las actividades enzimaticas determinadas por un ensayo de proteasas pueden expresarse generalmente como
unidades de producto relativas por segundo y normalizarse a la cantidad de preparacion enzimatica (upr s™' g™'). En el
caso de un ensayo basado en fluorescencia como el uno descrito anteriormente, las actividades enzimaticas pueden
expresarse como unidades de fluorescencia relativas por segundo y normalizarse a la cantidad de preparacion
enzimatica (ufr s g").

El método comprende combinar la cantidad necesaria de la proteasa con el medio. La cantidad de proteasa a incluir
en la formulacién dependera de si esta preparada en forma "lista para usar" o como un concentrado para su posterior
dilucion.

Otro aspecto de la invencién presenta un método para reducir o eliminar Fel d 1 alergénico del ambiente. El método
comprende poner en contacto un elemento del ambiente donde Fel d 1 esta presente con una formulacion que
comprende al menos una proteasa que interactua con el Fel d 1 y degrada sustancialmente los epitopos alergénicos
en el Fel d 1, reduciendo o eliminando, de este modo, el Fel d1 alergénico del ambiente.

En determinadas realizaciones, el ambiente es "alrededor del gato". En una realizacion, Fel d 1 esta presente en una
superficie inanimada y la formulacién se aplica a la superficie. Las superficies tipicas pueden incluir mostradores,
suelos, paredes, muebles, tapiceria y ropa, por citar algunos. En otra realizacién, Fel d 1 esta en el aire y la formulacién
se pone en contacto con el aire. Por ejemplo, la formulacién se puede disponer dentro de un filtro a través del cual
pasa el aire, tal como un filtro de aire para un ventilador, calentador o aire acondicionado, o un filtro de aspiradora.

Asimismo, el ambiente puede estar "sobre el gato" y la formulacién se puede aplicar a la porcién del animal en la que
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esta presente el Fel d 1. Por ejemplo, el Fel d 1 puede estar presente en el pelo, pelaje o piel externa del animal, o en
la saliva depositada en el pelo, pelaje o piel del animal. Ademas, el ambiente puede estar "en el gato", generalmente
en la boca del animal donde se produce la saliva que contiene Fel d 1, y la formulacién se puede aplicar como un
dentifrico, enjuague, alimento, golosina, pelicula o tira de espuma o aerosol o bebida.

Otro aspecto puede ser un articulo de fabricacion (también denominado en el presente documento "producto”) que
comprende una formulacion que incluye al menos una proteasa que interactia con el Fel d 1 y degrada
sustancialmente los epitopos alergénicos en el Fel d 1, y las instrucciones para su uso para reducir o eliminar Fel d1
alergénico del ambiente. El producto se puede formular como un agente de limpieza liquido, sélido o en polvo, aerosol,
pafio hiumedo, toallita, esponja, pastilla soluble en agua, detergente, desodorizador de alfombras o telas, arena, aditivo
para arena, guante, aditivo para productos no de tejido o de tejido, saco para lavadora (pastilla), pastilla de liquido
multicompartimento, para su aplicacion a una superficie inanimada. Ademas, el producto puede formularse como un
aditivo de filtro de aire para poner en contacto con Fel d 1 del aire.

El producto puede formularse para su aplicaciéon o administracion a un animal que produce el Fel d 1. Por ejemplo, el
producto se puede formular como un champu, acondicionador, enjuague, mouse, gel, aerosol, locién o polvo para su
aplicacion al pelo, pelaje o piel externa del animal. De manera alternativa, el producto se puede formular como un
dentifrico, alimento, golosina o aditivo a la comida o agua del animal, para su aplicacion en la boca del animal.

Dichos productos y articulos de fabricacion como se divulgan en el presente documento pueden ser eficaces para
inactivar Fel d 1 en un ambiente. Los productos y/o articulos pueden reducir o inactivar Fel d 1 en al menos un 10 %
en sus respectivos ambientes. En algunos aspectos, Fel d 1 puede inactivarse por los productos y/o articulos en al
menos un 50 %. En otros aspectos, Fel d 1 puede inactivarse en al menos un 1 %, 5 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 %, o incluso en al menos un 95 %.

En determinadas realizaciones, el producto comprende un alimento u otra composicion comestible para reducir o
eliminar la alergenicidad del alergeno Fel d 1. En un aspecto, el producto alimenticio es un alimento seco para
mascotas o una golosina para mascotas que comprende una formulacion que contiene proteasa. Por ejemplo, la
formulacion se puede aplicar espolvoreando o recubriendo la formulacién sobre la composicion alimenticia seca antes
del envasado o envio. Debido a que el producto alimenticio esta seco, la actividad de las proteasas se puede preservar
durante el envio y el almacenamiento. La formulaciéon también se puede proporcionar como un concentrado que se
disuelve antes de la alimentacion, o una bolsita o bolsa que contiene una preparacion de proteasa en polvo o granular
que se puede rociar sobre una composiciéon alimenticia 0 mezclar en agua u otras bebidas liquidas. La formulacién
puede proporcionarse como una formulaciéon liquida que puede aplicarse, por ejemplo, directamente a una
composicion alimenticia (seca, humeda o intermedia), o al agua u otras bebidas liquidas.

En un aspecto adicional, se pueden proporcionar kits para reducir o eliminar la alergenicidad del alérgeno de gato Fel
d 1. En general, estos kits comprenden una de las formulaciones e instrucciones que contienen proteasa mencionadas
anteriormente para su uso en la eliminacion del Fel d 1 alergénico del ambiente.

En un aspecto, el kit puede comprender una composicion para limpiar o de otro modo eliminar Fel d 1 del ambiente
alrededor del gato, tal como la superficie de un objeto inanimado. Estas incluyen, por ejemplo, un agente de limpieza
liquido, sdlido o en polvo, aerosol, pafio hiumedo, toallita, esponja, desodorizador de alfombras y habitaciones, granulo
o detergente, comprendiendo dicha composicion la formulacidon que degrada Fel d 1, junto con instrucciones de uso.
Ademas, las formulaciones de proteasa pueden proporcionarse en forma concentrada y las instrucciones contendran
instrucciones para la dilucion. En otros aspectos, se puede proporcionar un kit multicomponente. Por ejemplo, un kit
de limpieza puede comprender un agente de limpieza en un envase y una formulacién de proteasa en otro, y las
instrucciones pueden dirigir al usuario sobre como combinar los componentes antes de su uso. Eso puede ser
particularmente beneficioso si las proteasas en la formulacidon son sensibles a los ingredientes en el agente limpiador,
de modo que el agente limpiador las inactivaria con una exposicion prolongada.

De manera analoga, el kit puede comprender una composicion para lavar tela, tal como un liquido, sdlido o polvo,
pastilla soluble en agua o saco para lavadora (pastilla), comprendiendo dicha composicién la formulacién que degrada
Fel d 1, junto con instrucciones de uso. En otro aspecto, el kit comprende un filtro de aire, tal como un filtro o aditivo
para aspiradora, que comprende la formulacion degradante de Fel d 1, junto con instrucciones de uso. , Las
formulaciones de proteasa de nuevo pueden proporcionarse en forma concentrada y las instrucciones pueden
contener instrucciones para la dilucion. Ademas, se puede proporcionar un kit multicomponente. Por ejemplo, un kit
de lavado puede comprender un detergente de lavado en un envase y una formulacién de proteasa en otro, y las
instrucciones pueden dirigir al usuario sobre cdémo combinar los componentes antes de su uso. Un kit de filtro de aire
puede comprender el filtro de aire y la formulacién de proteasa, e instrucciones para combinar los dos para reducir o
eliminar Fel d 1 en el aire.

Ademas, el kit comprende tratamientos para "sobre el gato" por ejemplo, pelaje, pelo o piel. Tales kits puede incluir un
jabon, champu, polvo, aerosol, acondicionador, enjuague, mouse, gel, locion, collar, guante o toallita dispersante o
himeda adecuada para aplicar sobre la piel, pelo o pelaje o formulada para agregar a cualquiera de tales
composiciones, junto con instrucciones de uso. La formulaciéon que contiene proteasa puede incluirse dentro de la
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composicion de tratamiento de pelaje/pelo, o puede proporcionarse por separado, como un concentrado o de otro
modo, y mezclarse con el tratamiento de pelaje/pelo antes de su uso. Los kits también pueden contener una
combinacion de tratamientos de pelaje/ pelo. Por ejemplo, un kit puede comprender un guante o pafio para limpiar el
pelaje y una formulacion de proteasa liquida. Las instrucciones pueden proporcionar instrucciones sobre cémo
impregnar el guante o pafio con el liquido y aplicarlo al gato. Como otro ejemplo, un kit puede comprender un champu
y un enjuague, aerosol, gel o mousse en donde el champu es un champu para mascotas convencional que no contiene
la formulacién de proteasa y el enjuague, aerosol, gel 0 mousse contiene la formulacion de proteasa.

Un kit comprende una composicion oral, tal como un liquido, sélido o polvo, pafio humedo, toallita, dentifrico o enjuague
bucal, comprendiendo dicha composicion la formulacién que degrada Fel d 1, que puede ser adecuada para aplicar a
la cavidad oral, o formulada para agregar a cualquiera de tales composiciones, junto con instrucciones de uso.
Ademas, el kit puede comprender un kit dental que comprende un comprimido soluble en agua que puede
administrarse al animal, tal como disolviéndolo en agua potable.

En otro aspecto, el kit comprende una forma comestible de una composicion descrita en el presente documento en
una bolsita o bolsa junto a o recomendada para usarse junto con una composicion alimenticia, tal como un paquete
de alimentos para mascotas, junto con instrucciones para mezclar la composicion comestible en el alimento,
agregando el composicion al alimento, o disolviendo, mezclando o agregando la composicién a un fluido que se va a
administrar al animal que recibe el alimento, tales como agua potable. En otro aspecto, el kit puede comprender al
menos una composicion alimenticia descrita en el presente documento que comprende la formulaciéon degradante de
Fel d 1, junto con instrucciones de uso. En otro kit, se proporciona una forma concentrada de la composicion, y también
se proporciona una herramienta o dispositivo para medir convenientemente una cantidad adecuada del concentrado
para mezclar con, agregar a, diluir o disolver con un alimento o liquido para proporcionar al animal. En un kit, la
composicion en forma comestible se proporciona en una dosis conveniente en una serie de paquetes idénticos, de
modo que un paquete de la composicidn se agrega a un paquete (por ejemplo, lata) de alimento para mascotas sin un
requisito de medicidn. Dichos kits se pueden proporcionar de manera que para cada paquete de alimentos para
mascotas en un paquete de punto de venta, se proporcione un paquete de formulacién degradante de Fel d 1. Por
ejemplo, doce latas de comida y doce paquetes de composicion se empaquetan en un solo kit.

En vista de lo anterior, el kit puede comprender una composicién, en forma concentrada o en otra forma, instrucciones
de uso, incluyendo, si asi se requiere, instrucciones para la preparacion de una dilucién adecuada, y opcionalmente
uno o mas de un diluyente o extensor, una herramienta o dispositivo de medicion para preparar una dilucion adecuada
y un aplicador como un rociador, un pafio, una toallita o similares. Dichos kits pueden ser Utiles para composiciones
formuladas para tratar superficies, para tratar el aire en un ambiente o para tratar un animal con una composicioén para
uso externo.

Para todos estos kits, los kits pueden incluir dispositivos, aplicadores, diluyentes y similares que son automaticos o
que automatizan la dosificacién, dilucién, mezcla, adicién o aplicacion de la composicién para un uso apropiado. Para
cualquiera de los kits descritos en el presente documento, se pueden proporcionar como sobres o se pueden combinar
con otros productos para maximizar la conveniencia, el cumplimiento y la eficacia del uso y la compra. Por
consiguiente, los kits pueden incluir, o pueden combinarse con cualquiera o todos los alimentos para la mascota, ropa
de cama para mascota, champu o articulos cosméticos para la mascota, medicamentos para la mascota.

Cualquiera de los kits anteriores, asi como otros, también se pueden proporcionar como kits virtuales. Cuando el kit
comprende un paquete virtual, el kit proporciona instrucciones en un entorno virtual en combinacién con uno o mas
componentes fisicos del kit, tal como los descritos anteriormente. El kit contiene al menos una composicién descrita
en el presente documento, y otros componentes, incluidos componentes opcionales. Los kits pueden contener los
componentes del kit en cualquiera de varias combinaciones y/o mezclas. En un aspecto, el kit contiene un paquete
que contiene una o mas composiciones y un envase de alimentos para el consumo de un animal. El kit puede contener
elementos adicionales tales como un dispositivo para mezclar las composiciones e ingredientes o un dispositivo para
contener la mezcla, por ejemplo, un tazén de comida. En otro aspecto, las composiciones se mezclan con suplementos
nutricionales adicionales tales como vitaminas y minerales que promueven la buena salud en un animal. Se
proporciona mas informacién e instrucciones en el entorno virtual que se proporciona al comprador, es decir,
instrucciones para un sitio web, un servidor de devolucién de fax o un dispositivo legible por ordenador incluido, como
un CD-ROM y/o una aplicacién ("app") para un dispositivo.

En otro aspecto, puede proporcionarse un medio de comunicacién, o un medio para comunicar informaciéon o
instrucciones para una o mas de las formulaciones, método, composiciones, articulos de fabricacion, productos y/o
kits descritos en el presente documento para reducir la alergenicidad o la cantidad de Fel d 1 alergénico del ambiente.
La informacién puede referirse a formulaciones, composiciones, articulos de fabricacién o productos como se describe
en el presente documento o la informacién puede referirse a métodos o kits utiles para practicar p"

descritos en el presente documento. En otro aspecto, la informacion puede relacionarse con combinaciones de
cualquiera de los anteriores.

Los medios de comunicaciéon comprenden uno o mas de informacién de texto, informacion de audio, imagenes fijas o
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en movimiento, incluidas animaciones o video. Los medios de comunicacién pueden comprender uno o mas de un
documento impreso, un documento electrénico estatico o dindmico, por ejemplo un documento de hipertexto, un medio
de almacenamiento legible por ordenador o digital, incluyendo, pero sin limitacion, medios electrénicos, opticos o
magnéticos de cualquier tipo, informacion de audio, una pantalla o presentacion de audio, audiovisual o visual, o
informacién de video, sin embargo codificada, en donde el medio de comunicacion muestra o contiene informacién o
instrucciones que comprenden cualquiera de los mencionados anteriormente. Los medios de comunicacion pueden
comprender un sitio web, una pagina o archivo de preguntas frecuentes (FAQ), un archivo electrénico o una coleccion
de dos o mas archivos electrénicos del mismo tipo o diferentes, un correo electrénico o un archivo de correo
electrénico, una pantalla visual, quiosco, folleto, anuncio, paquete o etiqueta del producto, paquete o inserto del
producto, prospecto, anuncio publico, cinta de audio o archivo de audio electrénico incorporado en cualquier medio
legible por maquina o legible por ordenador, una cinta de video, disco de video o archivo de video electronico
incorporado en cualquier archivo legible por maquina o medio legible por ordenador, DVD, CD-ROM, aplicacién o
similar, o cualquier combinacién de los anteriores que contenga dicha informacion o instrucciones. La informacion util
incluye uno o mas de (1) métodos y técnicas para combinar y administrar las moléculas especificas de alérgenos y/u
otros componentes, (2) informacion de contacto para animales alérgicos o sus guardianes o cuidadores para usar si
tienen alguna pregunta sobre el kit, la composicién o su uso; (3) informacién nutricional sobre composiciones
alimenticias y otros componentes proporcionados en cualquier kit, (4) informaciéon de seguridad que incluye, por
ejemplo, informacién de emergencia y otros contactos en caso de reaccién adversa; control de intoxicaciones, hojas
de seguridad de datos de materiales, (5) informacion util para reordenar, por ejemplo a través de sistemas de
cumplimiento automatico; (6) informacién general sobre alergias, alérgenos ambientales y métodos para minimizar o
eliminar alérgenos ambientales especificos. Instrucciones utiles pueden incluir cantidades para mezclar y cantidades
de administracién y frecuencia. Los medios de comunicacién pueden ser utiles para instruir sobre los beneficios de
usar y comunicar los métodos aprobados para administrarlo a un animal.

Otro aspecto puede proporcionar un paquete que comprende una cualquiera o mas de las formulaciones,
composiciones, productos y/o kits descritos en el presente documento. El paquete tiene pegada una etiqueta que
contiene una palabra o palabras, imagen, simbolo, disefio, acrénimo, lema, frase u otro dispositivo, o una combinacion
de los mismos (la etiqueta "dispositivo"), que indica que el contenido del paquete contiene una formulacién de proteasa
para reducir o eliminar Fel d 1 alergénico del ambiente.

Ejemplo 1

Se analizé un conjunto de 32 proteasas, en combinacién con agentes quimicos tales como cisteina, para determinar
su capacidad para degradar Fel d 1. Sin pretender limitarse a un mecanismo particular, la justificacion de la inactivacion
catalizada por enzimas de Fel d 1 era determinar qué proteasas podrian degradar Fel d 1 de modo que los anticuerpos
IgE no pudieran reconocer y unirse a Fel d 1, dando como resultado el fracaso de montar una respuesta inmunitaria y
una reaccioén alérgica. Las proteasas candidatas se seleccionaron de varias familias diferentes de proteasas, que
incluyen serina proteasas, tiol proteasas, proteasas de acido aspartico y metaloproteasas de zinc.

Para normalizar las actividades e identificar las condiciones de reaccion 6ptimas para cada proteasa candidata, se uso
el kit de ensayo de proteasas ENZCHEK® (fluorescencia verde) de Invitrogen, Inc. (Carlsbad CA), que se basa en
caseina como sustrato, derivatizada para contener fluoréforo que se inactiva hasta la escision por la proteasa. Las
actividades enzimaticas determinadas por un ensayo de proteasas pueden expresarse como unidades de
fluorescencia relativas por segundo y normalizarse a la cantidad de preparacion enzimatica (ufr s™ g'). Para identificar
las condiciones de reaccion apropiadas para las diferentes clases de enzimas, se probaron diferentes tampones y
condiciones de pH a 37 °C. La Tabla 2 proporciona el pH del tampdn con el mejor rendimiento y la actividad (aumento
de fluorescencia por segundo, ufr s™') por cantidad de preparacion de proteasas (g™') segun lo determinado por el
Ensayo de Proteasas ENZCHEK®.

La mayoria de las proteasas probadas (serina proteasas, tiol proteasas y metaloproteinasas de zinc) mostraron una
actividad 6ptima en tampones de reaccién a pH 7,8. Las proteasas de acido aspartico fueron éptimamente activas a
pH 4,0 o pH 6,0. Algunas serinas proteasas y proteasas de acido aspartico se activaron mediante la adicion de
salliones de calcio (Ca?*). Las tiol proteasas fueron significativamente mas activas cuando se afiadio cisteina al tampon
de reaccion. La endoproteinasa Lys-C fue la uUnica proteasa que no estuvo activa en el Ensayo de Proteasas
ENZCHEK® en las condiciones analizadas.

Para caracterizar la degradacion de Fel d 1, se incubaron diferentes concentraciones de proteasas candidatas con Fel
d 1 a 37 °C durante la noche (~ 18 horas), seguido de separacion de proteinas por electroforesis en gel (SDS-PAGE
en condiciones no reductoras) y tincion con COOMASSIE®. Una mezcla de reaccién tipica para analizar la
degradacion de Fel d 1 contenia 2,5 ug de Fel d 1 natural (se obtuvo Fel d 1, Fel d 1 Natural LOTOX® de Indoor
Biotechnologies (LTN-FD1-1)) y concentraciones variables de proteasas candidatas en un volumen de reaccion total
de 20 pl (concentracion final de Fel d 1 de 125 ug ml*'). Se ha informado que Fel d 1 es una glucoproteina tetramérica
de 35 kDa formada por dos heterodimeros de 18 kDa. Por lo tanto, La degradacion de Fel d 1 se evalué por el grado
de desaparicion de la banda de proteina Fel d 1 a aproximadamente 18 kDa. Para la mayoria de las proteasas, las
condiciones se optimizaron para promover la degradacion completa de Fel d 1 con una actividad proteasa minima.
Para todas las proteasas probadas, la actividad minima (ufr s™') asi como la cantidad correspondiente de enzima (ug)
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que se requeria para degradar completamente 2,5 ug de Fel d 1 en 20 pyl de tampén (con pH 6ptimo para la proteasa
respectiva) se estimé basandose en la ausencia de la banda Fel d 1 en el gel de SDS-PAGE. Los resultados se
resumen en la Tabla 2.

Tabla 2: Caracterizacion y actividad de proteasas

Nombre o nombre comercial Descripcion/Fuente® Actividad pH opt.® Actividad min. Req®
Fabricante® EnzChek®® [fus™  [ugl
Ifus’g"|
Serina proteasas

Alcalase® 24| Subtilisina de 8, ficheniformis 224U g 2,39 10 pH 7,8 1-10 0,04-0,42
Savinase® 16,01 Subtilisina deBacitlus sp. 216U g 5,34 * 10° pH 7,8 -100 ~-0,19
Everlase® 16,01 Subtilisina deBacittus sp. 216U g" 9,92°10° pH 7,8 100-1000 1,0-10
Esperase® 8,01 Subtilisina de| Bacillus sp. z8Ug" 1,08 * 10° pH 7,8 -1000 ~0,93
Purafect® na. 2,40 10' pH 7,8 = 100 = 0,42
Protex® 8l Subtilisina de B. licheniformis 7670 U q 533" 10 pH 7,8 10-100 0,02-0,19
Protex® 71 Subtilisina de B. amyloliquefaciens 265U g 1,51* 10° pH7,8 <1 <66
Protex® 8| Subtilisina de 8. licheniformis 4760 Ug" 444°10° pH7,8 ~100 ~0,22
Protex® 30| Subtilisina de 8. subtilis 1745Ug" 201*10° pH7,8 10-100  0,50-5,0
Protex® 40l  Subtilisina de 8. subtilis BBUG" 4,97 103 pH T8 -100 -0,20
Protex® 831 Subtilisina de B. subtilis 1930Ug" 1,53° 10 pH 7,8 10-100  0,6856,5
BLAP (Henkel) Subtilisina de 8. lentus na. 2,40 10? pH 7,8 > 100 > 0,42
Proteinasa K Subtilisina de Tritirachium album B4Ug’ 322*10° pHT.8 -1000 -31
Tripsina péancreas de cerdo 1-2 MU g" 1,05*10° pHT,8Ca 10-100  0,51-5,1
a-quimiotripsina pancreas de cerdo 240 kU g 2,35 10g pH 7,8 Ca 10100  0,04-0,42
Endoproteinasa Glu-C V8 proteasa de S. aureus ~750kUg”’ 595*10° pH7,8 no activa (> 16 pg)
Endoproteinasa Lys-C Lysobacter enZymogenes na. no activa no activa (> 0,5 pg)

Tiol proteasas
Bromelaina pifia 500 U g 7,38* 10" pH 7,8 Cys 270-2700 0,37-3,7
Papaina papaya >3 10 U g' 8,40 * 10 pH 7,8 Cys -80 -0,093
Ficina latex de higuera 200U g 1,69 * 10° pH 7,8 Cys 4504800 0,25-2,8

Proteasas de acido aspartico
CHY-MAX® Quimosina na 1,58*10° pH4,0Ca >10 >630
CHY-MAX® Quimosina na. 3,96 * 103 pH 4,0 no activa  (>2,5 mg)
Thermolase® Quimosina de C. parasitica na 1,59 * 10° pH 4,0 Ca ~10 ~6,3
Mucorpepsina Quimosina de Mucor mienei 1200 g" 4,07 *10°  pH4,04,0741  1,0-10
Pepsina pancreas de cerdo soou g’ 2 56+ 10° pH4,02,56-26 1,0-10
Protex® 151 Trichoderma reesei 31U g" 340* 10‘ pH 4,0~10 2,9
Protex® 261 Aspergitlus niger 190UV g 5,94 * 10 pH 4,0~-10 1,7
Protex® S0FP Aspergittus orylae var. 105U g 2,38 * 10 pH 4,0-1 0,42
Protex® S1FP Aspergillus orytae var. 1355 Ug" 221° 107 pH B,0-100 4,5

Metaloproteasas de Zinc
Termolisina B. thermoproteolylicus rokko 50-100 kU g 2,13* 10 pH 7,8 no activa (=4,7 pg)
Protex® 141 {Gr)  Termolisina de Geobacillus sp. 3suUg’' 2,92 10 pH 7,8 ~500 -7
Endoproteinasa Asp-N Flavastacina 25kU g’ 2,24*10° pH 7, g’ ~50 2,2

“Nombre de abrev. de microorganismos: Bacillus licheniformis, Bacillus amyfoliquefaciens, Bacillus Jentus,
Staphylococcus aureus, Cryplionectria parasitica. Bacillus thermopmteotyticus rokko

PActividad de la proteasa lot como se indica en la hoja de datos del fabricante. Las actividades (en U g"') se determinan
por métodos variables y, por lo tanto, no se pueden comparar directamente

‘Actividad (aumento de la fluorescencia por segundo, ufr s”') por cantidad de preparacién de proteasa (g') como se
determina por el ensayo de proteasas EnzChek®(Invitrogen, E6638)

“pH del tampdn de reaccion al que se determinaron las mayores actividades mediante el ensayo de proteasas EnzChek®.
Ca: adicion de calcio. Cys, adicion de cisteina

¢Actividad minima (como se determina en el ensayo de proteasas EnzChek®(en ufr s-1) y la correspondiente cantidad de
preparacion de proteasas (en pg) que se necesita para completar la degradacion de 2,5 pg de Fel d 1 natural en 20 pl de
mezcla de reaccién como se determina por SDS-PAGE (véase el texto para los detalles)

f Se us6 el tampon suplementado por el fabricante para el ensayo de proteasas EnzChek® asi como para la degradacion
de Feld 1.

Se probaron varias serina proteasas candidatas para determinar su capacidad para degradar Fel d 1. Por ejemplo, se
determind la actividad proteolitica de Fel d 1 de una subtilisina de B. licheniformis (bl) (ALCALASE® 2.4L, Novozymes
A/S Bagsvaerd, Dinamarca). Se incubé Fel d 1 natural (1,9 pg) con 0,1, 1 0 10 ufr s™' de la subtilisina debl durante la
noche a 37 °C en 20 pl de tampon Tris/HCI (200 mM, pH 7,8) o de tampdn de acetato de amonio ( 100 mM, pH 4,0).
Sirvieron como controles la subtilisina (10 ufr s') sin Fel d 1 y Fel d 1 sin la subtilisina. Fel d 1 se degrado
completamente por 10 ufr s™ de la subtilisina de bl en tampon Tris/HCI, pero no en condiciones de tampon de acetato
de amonio como se determind mediante SDS-PAGE vy tincion con COOMASSIE® (Figura 1). Estos experimentos
revelaron que la cantidad minima de subtilisina de bl necesaria para degradar completamente 1,9 ug de Feld 1 en 20
ul de tampén Tris/HCI es 1-10 ufr s (0,04-0,42 ug).

Las subtilisinas de B. clausii (bc) (SAVINASE® 16.0L, EVERLASE® 16.0L, Novozymes) y B. halodurans (bh)
(ESPERASE® 8.0L, Novozymes) también se evaluaron para determinar la cantidad minima de proteasa necesaria
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para degradar Fel d 1. En estos experimentos, se incubo Fel d 1 natural (2,5 pg) con 100 o 1000 ufr s™' de la subtilisina
respectiva durante la noche a 37 °C en 20 ul de tampon de fosfato de sodio ( 100 mM, pH 7,8). Sirvieron como controles
la proteasa (1000 ufr s™*) sin Fel d 1 y Fel d 1 sin proteasa. Las cantidades minimas de las proteasas respectivas
necesarias para la degradacion de 2,5 ug Fel d 1 en 20 ul se muestran en la Tabla 2.

Las tiol proteasas vegetales bromelaina, papaina y ficina de las plantas comestibles pifia, papaya e higuera,
respectivamente, se analizaron para determinar la degradacién de Fel d 1. Para los experimentos de SDS-PAGE, Fel
d 1 natural (2,5 ug) se incubd durante la noche a 37 °C con diferentes cantidades de papaina, bromelaina o ficina en
tampodn de fosfato de sodio (100 mM, pH 7,8) que contenia cisteina 40 mM. EI tampdn con cisteina sola, enzima sin
Fel d 1 en tampdn sin cisteina y Fel d 1 sin enzima (con y sin cisteina) sirvieron como controles. Las tiol proteasas
bromelaina, papaina y ficina pudieron degradar completamente Fel d 1 segin se determiné por SDS-PAGE vy tincion
con COOMASSIE®. Como se muestra en la Tabla 2, las condiciones éptimas para bromelaina, papaina y ficina
determinadas por el Ensayo de Proteasas ENZCHEK® incluyen un pH de 7,8 en presencia de cisteina. De manera
especifica, la adicion de cisteina 40 mM aumentd las actividades de cada una de bromelaina, papaina y ficina por
factores de 270, 60 y 460, respectivamente, como se determiné por el Ensayo de Proteasas ENZCHEK®. La Tabla 2
muestra las cantidades minimas de estas proteasas necesarias para la degradacion de 2,5 pg de Fel d 1 en 20 pl de
tampodn que contiene cisteina.

Ademas, las proteasas de acido aspartico endotiapepsina de Cryphonectria parasitica (THERMOLASE®, Chr. Hansen,
Hgrsholm, Dinamarca) y la quimosina de origen bovino (CHY-MAX®, Chr. Hansen, Hgrsholm, Dinamarca) fueron
ambas déptimamente activas a pH 4,0 en presencia de sales/iones de calcio (Ca?*) (Tabla 2). Se incub6 Fel d 1 natural
(2,5 ug) durante la noche a 37 °C con 0,1, 1 0 10 ufr s™! de las proteasas en 20 pl de tampon de acetato de amonio
(100 mM, pH 4,0) que contenia cloruro de calcio 10 mM. El tampén sin Fel d 1 y Fel d 1 sin enzima sirvieron como
controles en este experimento. La Tabla 2 muestra las cantidades de proteasas minimamente necesarias para la
degradacion de 2,5 ug de Fel d 1 en 20 ul de tampén para las dos proteasas de acido aspartico.

Se probé la capacidad de algunas de las proteasas candidatas para degradar 2,5 ug de Fel d 1 natural en 20 pl de
tampodn de reaccién 6ptimo a 37 °C en puntos cortos de tiempo de incubacién afiadiendo un inhibidor de proteasa
después de una o dos horas para detener la reaccion. Las reacciones se visualizaron por SDS-PAGE seguido de
tincion con COOMASSIE®. Se descubrié que 50 ufr s (2,1 pg) de una subtilisina bl (ALCALASE® 2.4L) era suficiente
para degradar completamente Fel d 1 dentro de una hora de incubacién cuando se uso6 fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) 1 mM como inhibidor. Ademas, 600 ufr s (0,93 ug) de papaina degradaron la mayoria de Fel d 1 después de
una hora de incubacion cuando se usé E64 10 yM como inhibidor. 500 ufr s™' (171 ug) de termolisina de Geobacillus
sp. (PROTEX® 14L, DuPont Industrial Biosciences) fue suficiente para degradar completamente 2,5 ug de Fel d 1
después de la incubacion durante la noche, pero solo se produjo una degradacion parcial después de dos horas de
incubacién cuando se us6 acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 10 mM como inhibidor. Los estudios cinéticos que
usan inhibidores de proteasas revelaron que la degradacion completa de Fel d 1 generalmente se puede lograr en un
tiempo mas corto aumentando la concentracion de proteasas. De manera analoga, podrian degradarse mayores
cantidades de Fel d 1 aumentando la concentracion de proteasas.

Para resumir, los resultados de los experimentos de protedlisis de Fel d 1 utilizando el conjunto de 32 candidatas de
proteasas revelaron que las proteasas de todas las clases pudieron degradar completamente Fel d 1. Como se muestra
en la Tabla 2, las proteasas candidatas exhibieron diversos grados de actividades de degradacién de Fel d 1. La
mayoria de las proteasas candidatas fueron capaces de degradar 2,5 ug de Fel d 1 en 20 pl a una actividad inferior a
100 ufr s

A continuacion, la capacidad de los anticuerpos especificos de Fel d 1 para reconocer y unirse a Fel d 1 después de
la protedlisis se determind mediante ELISA. Los anticuerpos especificos para Fel d 1 natural y Fel d 1 se obtuvieron
de Indoor Biotechnologies Ltd (Indoor Biotechnologies Ltd (Cardiff, Gales). Las condiciones de ELISA se determinaron
de manera tal que fue posible una cuantificacion confiable de Fel d 1 natural en un intervalo de concentraciones de
0,3 a 12 ng ml"'. Varias proteasas candidatas, como se indica en la Figura 2, se incubaron con Fel d 1 (2,5 ug) durante
la noche en 20 pl del tampdn éptimo en actividades minimamente necesarias para lograr la degradacién completa de
Fel d 1 (véanse las condiciones optimizadas indicadas en la Tabla 2). Las muestras se diluyeron hasta una
concentracion final de Fel d 1 tedrica de 12 ng mI-' (concentracion inicial de sustrato) y se analizaron mediante ELISA
en dos momentos de lectura de ensayo diferentes (20 y 30 minutos). Después de incubar Fel d 1 con una proteasa
candidata, se utilizaron placas recubiertas con anticuerpo anti-Fel d 1 para capturar Fel d 1. A continuacion, se agregé
un anticuerpo de deteccion ligado a enzimas que se une a Fel d 1, seguido de la adicién de sustrato, que se convirtié
enzimaticamente en una sefial detectable. En el caso de que las proteasas degraden Fel d 1, de modo que los epitopos
Fel d 1 necesarios para la union al anticuerpo anti-Fel d 1 ya no estén presentes y/o no sean accesibles, los anticuerpos
anti-Fel d 1 no se uniran a Fel d 1 y no se detectaria ninguna sefal por ELISA. Como control para verificar que la
actividad de las proteasas no estaba interfiriendo con el ensayo ELISA, el ELISA se repitio pero con la adicién de una
cantidad definida de Fel d 1. Los experimentos de SDS-PAGE descritos anteriormente se realizaron en todas las
proteasas probadas para confirmar la degradacion de Fel d 1y los resultados de ELISA.

Los resultados se muestran en la Figura 2. Tal como se puede observar, la supresion completa de la unién de Fel d 1
a los anticuerpos especificos de Fel d 1 se logrd con varias de las subtilisina serina proteasas, asi como con la tripsina
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y la alfa-quimotripsina; las tiol proteasas papaina, bromelaina y ficina; las proteasas de acido aspartico
mucorpepsina/renina, pepsina, aspergillopepsina, endotiapepsina y quimosina; y las metaloproteasas de zinc
termolisina (de Geobacillus) y endoproteinasa Asp-N. La degradacién de Fel d 1 hasta su finalizacién podria lograrse
aumentando la concentracién de otras proteasas diferentes. SDS-PAGE confirmé ademas que estas proteasas
degradaron Fel d 1. Tomados en conjunto, Los experimentos ELISA y SDS-PAGE demuestran que la unién del
anticuerpo se correlaciona con la degradacion de Fel d 1. Para todas las proteasas probadas, el grado de degradacion
de Fel d 1, segun lo estimado por SDS-PAGE, correspondio a la concentracion residual de Fel d 1, segun se determiné
por ELISA. Sin pretender limitarse a un mecanismo particular, estos resultados sugieren que los productos de
degradacion de Fel d 1 ya no contienen epitopos que se unen a los anticuerpos especificos de Fel d 1, y que la
degradacion catalizada por proteasas de Fel d 1 da como resultado la supresion de la unién de Fel d 1 a anticuerpos
de Fel d 1 especificos de epitopos. Por lo tanto, se espera que la degradacion de Fel d 1 por las proteasas pueda
suprimir las reacciones alérgicas mediadas por IgE. La mayoria de las proteasas probadas fueron capaces de degradar
completamente Fel d 1 y suprimir la unién de los productos de degradacién resultantes a anticuerpos especificos de
epitopos. Las proteasas representativas de estos experimentos capaces de degradar completamente Fel d 1
(denominadas a continuacién como proteasas "activas") incluyen papaina, subtilisina de B. licheniformis (subtilisina
bl, PROTEX® 6L), aspergillopepsina de A. oryzae (aspergillopepsina ao, PROTEX® 50FP), endoproteinasa Asp-N,
bromelaina, ficina, alfaquimotripsina, endotiapepsina de Cryphonectria parasitica (endotiapepsina cp,
THERMOLASE®), pepsina y termolisina de Geobacillus sp. (PROTEX® 14L). La Tabla 3 resume las propiedades de
estas proteasas de "activas", con detalles proporcionados en los siguientes Ejemplos.

Tabla 3: Resumen de propiedades de proteasas "activas"

Nombre/nombre Hidrolisis de Vitalidad de los Hidrol de Inactivacion de
comercial/tipo queratina ® queratinocitos ¢ celulosa ¢ proteasas. DLso®
Keratin TNBS Sulforhodamin Ac. Cellulose Tween
azure QSS am WST-1 B azure 575 nm  'SOProPanol 54
Grupo 1 de
proteasas activas
o, o, [ o/ _ L7
Papaina (tiol) S 0x001 19980 D9 K 000001 [ O0% o
. 34,0 % 0,32+ 110,5%+ 107,5% * o o o
Protex® 6L. (serina) 335 % 0.02 401 % 33 % 0,00 £ 0,01 25%50% >30%
o, o, o, o/ _
Protex@ SOFP 0,0 OA t 0,36+ 92,8 OA t 108:)2 % 0,08 £ 0,00 7,5 A; > 130 %
(aspartilo) 0,1 % 0,06 17,8 % 2,0% 10,0 %
Endoproteinasa o/ 0,68+ 24,7% o o 7,5 %- o
Asp-N (metalo) 043% 003 146% > %*30% nds 10,0 % >30%
Grupo 2 de
proteasas activas
, . 43,2 % 028+ 25,6 % o o o 20 %-
Bromelaina (tiol) +23.3 % 0.02 +5.2 % 6,7 % +1,4% 0,00 £0,02 >25% 30 %
0, o, L7
Ficina (tiol) 2351%/° * 8’(2); £ 2 02 67%+05% 000+0,03  >25% - 02
0, 0, 0,
Pepsina (aspartiio) o's of = 0:004 ook 008%E 0011001 50%75% nds
Protex® 6,4 % 1,75+  235% o o o 7 £ 0
141 (metalo) £136% 004 £4.6 % 51%+0,7% 0,00 +0,02 50%-75% n.d.?
a-quimotripsina 22,3+ 063+ 958%z+ 101,3%* o7 £ 0 g
(serina) 178% 001  228%  29% 0,00£0,01  50%75% n.d.
Thermolase® 0,0% % 0,21 89,1 % % 101,8 % £ o o g
(aspartilo) 0,2 % 0,04 18,5 % 52 % 0,00+ 0,01 25%50% nd.
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(continuacién)

Nombre/nombre Hidrdlisis de Vitalidad de los Hidrol de Inactivacion de

comercial/tipo queratina ® queratinocitos © celulosa © proteasas. DLso®
Keratin TNBS Ac. Cellulose Tween
azure Ac WST-1 Sulforhodamin B azure 575 nm Isopropanol 20®

405 nm
aPara todas las pruebas, se usaron concentraciones de proteasas minimamente necesarias para degradar 125 ug ml-
" de Fel d 1 en condiciones 6ptimas (véase la Tabla 2) y la incubacion tuvo lugar durante la noche a 37 °C

b La hidrdlisis de queratina por proteasas se determino con keratin azure como sustrato sustituto o directamente sobre
queratina, mientras que los productos de hidrdlisis se determinaron mediante el ensayo TNBS (datos extraidos de la
Figura 12). La actividad sobre keratin azure se determind como porcentaje de la cantidad maxima de sustrato
hidrolizable. La actividad en el ensayo TNBS se determin6 por la absorbancia del producto de acoplamiento formado
a 405 nm. Véase texto para detalles experimentales.

¢ La vitalidad de los queratinocitos en presencia de proteasas se determind como se describe en el texto. Se aplicaron
dos métodos diferentes de tincién de toxicidad celular (WST-1 y Sulforhodamin B) y se determiné la vitalidad como
porcentaje de la vitalidad de los queratinocitos que no se incubaron con proteasas.

d La hidrdlisis de celulosa por proteasas se determiné con cellulose azure como sustrato sustituto. El ensayo se realizo
por duplicado y segun lo propuesto por el fabricante (véase el texto para mas detalles). La actividad de hidrélisis de
celulosa corresponde a la liberacion del colorante azul, que se determind espectrofotométricamente a 575 nm. Como
control positivo sirvieron 2,5 unidades de celulasa de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich. C1184), que resistiéo en una
absorcion de 0,28 + 0,01.

¢ La inactivacion de las proteasas por isopropanol y Tween 20® se determind mediante la estimacion del intervalo de
concentracion en el que la degradacion de Fel d 1 por las proteasas se redujo en mas del 50 % (DLso). Véase texto
para detalles.

f Determinado solo por un Gnico experimento

9 n.d., no determinado

Ejemplo 2

En todas las aplicaciones que emplean degradacion mediada por proteasas de Fel d 1, el gato y el usuario estarian
expuestos a la actividad de proteasas. Los filamentos de la proteina queratina son abundantes en los queratinocitos
en la capa cornificada de la epidermis (piel), asi como en el cabello y las ufias de seres humanos y gatos. Por lo tanto,
la identificacién de las proteasas de Fel d 1 candidatas con actividad proteolitica reducida contra la queratina seria util
para abordar los problemas de seguridad en el desarrollo de productos destinados a aplicaciones en seres humanos
y en animales.

Para caracterizar la especificidad de sustrato de las proteasas candidatas activas contra proteinas fisiologicamente
relevantes, se determiné la capacidad de las proteasas activas de Fel d 1 candidatas para hidrolizar queratina. Keratin
azure (Sigma-Aldrich, K8500) esta compuesta de queratina de lana de oveja impregnada con colorante azul y se usa
como un sustrato de queratina para cuantificar la actividad de las proteasas. Keratin azure se incub6 durante la noche
con proteasas activas en condiciones 6ptimas (como se determind en el ensayo de proteasas ENZCHEK®) y a
concentraciones de proteasas que se descubrié que degradaban por completo 125 yg mlI' de Fel d 1 (Tabla 2).
Después se determind la degradacién de keratin azure. En tres repeticiones, una actividad de degradacion significativa
solo se podia determinar de manera reproducible con este ensayo para las tiol proteasas bromelaina y ficina, que
degradaron 43,2 % + 23,3 % y 33,1 + 8,5 % de keratin azur aplicado, respectivamente (Tabla 3). Las aspartil proteasas
aspergillopepsina de A. oryzae (aspergillopepsina ao, PROTEX® 50FP), endotiapepsina de Cryphonectria parasitica
(endotiapepsina cp, THERMOLASE®) y pepsina no estaban activas, ya que en promedio degradaron menos del 1 %
de keratin azure (Tabla 3).

Para caracterizar aun més la actividad degradante de queratina de las proteasas activas, se realizé un ensayo que
detecta colorimétricamente los productos de degradacién de queratina mediante el uso de una reaccién de
acoplamiento con reactivo de acido trinitrobencenosulfénico (TNBS). Este ensayo permitid la determinacién de la
actividad hidrolizante de todas las enzimas probadas usando polvo de queratina de lana de oveja como sustrato. La
papainay la pepsina no mostraron actividad degradante de queratina. Todas las otras proteasas activas fueron activas
contra el sustrato de queratina. La actividad degradante de queratina de termolisina de Geobacillus fue al menos dos
veces mayor en comparacion con todas las otras proteasas probadas (Figura 3). Los resultados del ensayo de keratin
azure descrito anteriormente se correlacionaron con los resultados del ensayo de queratina basado en TNBS, con la
excepcion de las dos proteasas de acido aspartico aspergillopepsina ao y endotiapepsina cp (Tabla 3). Para estas dos
proteasas de acido aspartico y Endoproteinasa Asp-N, las condiciones del tampén pueden haber afectado las
mediciones de la actividad degradante de la queratina segun lo determinado por el ensayo TNBS. Esto se debe a que
el tampén de acetato de amonio (100 mM, pH 4,0), asi como el tampdn Endoproteinasa Asp-N (que fue suplementado
por el fabricante) mostraron un nivel basal de actividad degradante de queratina en el ensayo en ausencia de proteasa.
Ademas, el ensayo basado en TNBS determina la protedlisis directamente sobre la queratina, mientras que el ensayo
de keratin azur usa un sustrato de queratina derivatizado, lo que podria explicar aun mas las inconsistencias entre los
resultados de los dos ensayos para algunas de las proteasas activas probadas.
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Como modelo para las células vivas de la piel, se probaron los efectos citotdxicos de las proteasas activas en los
queratinocitos. Se cultivé una linea celular primaria de queratinocitos humanos para confluencia en microplacas y se
analizo la viabilidad celular después de la incubacion durante la noche con las proteasas activas a concentraciones
minimas encontradas para degradar completamente 125 ug ml' de Fel d 1 (Tabla 2). Debido a que las células de
mamiferos cultivadas son altamente susceptibles a los cambios en la composicién y el pH del medio de cultivo celular,
las proteasas se diluyeron directamente en el medio de cultivo celular. Después de la incubacion durante la noche con
las proteasas, se afiadio tetrazolio soluble en agua WST-1 al cultivo celular (capa confluente y medio) (reactivo de
proliferacién celular WST-1, Roche Diagnostics). EIl WST-1 incoloro se reduce a un tinte de color amarillo (formazan)
debido a la transferencia de electrones catalizada por las deshidrogenasas mitocondriales de las células vitales. Por
consiguiente, la formacion de tinte color amarillo indica la vitalidad celular de las células tanto adherentes como
desprendidas. La vitalidad celular de las células adherentes solas se determiné mediante tinciéon con Sulforhodamin B
después de la incubacion durante la noche con proteasas. La formacién del color rojo es una medida de la
concentracion de proteinas, que se correlaciona con la concentracion de células adherentes. Las células que no se
incubaron con proteasas sirvieron como control. Para todas las proteasas probadas, se obtuvieron resultados
comparables para ambos ensayos (Figura 4, Tabla 3). Como se puede observar, se determiné un efecto citotoxico
relativamente alto (baja vitalidad celular restante) para bromelaina, ficina, termolisina de Geobacillus y endoproteinasa
Asp-N. Todas las demas proteasas activas (papaina, aspergillopepsina ao, pepsina, endotiapepsina cp, subtilisina bl
y alfa-quimotripsina) no tuvieron un efecto significativo sobre la vitalidad celular en comparacién con las células no
tratadas (cuya vitalidad celular correspondia al 100%).

Para las proteasas que provocaron efectos citotéxicos sobre los queratinocitos, los efectos irritantes de la piel no
pueden predecirse con certeza porque los queratinocitos de la piel estan protegidos por varias capas de queratina.
Sin embargo, para las proteasas que no provocaron efectos citotoxicos, los efectos irritantes de la piel son poco
probables.

Los resultados del ensayo de citotoxicidad (Figura 4) fueron menos graduales en comparacién con los resultados del
ensayo de degradacién de queratina TNBS (Figura 3). Las proteasas tuvieron un efecto citotdxico significativo o no
lograron provocar citotoxicidad. No obstante, estaban presentes las correlaciones entre los resultados de los dos
ensayos. Por ejemplo, papaina y pepsina no mostraron efecto en ninguno de los ensayos. Por otro lado, los efectos
citotéxicos de bromelaina, ficina, termolisina de Geobacillus y endoproteinasa Asp-N sobre los queratinocitos se
confirmaron por el ensayo TNBS.

Para evaluar adicionalmente la actividad de la papaina, los queratinocitos se incubaron en medio de cultivo celular
durante la noche con papaina en concentraciones 1000 veces mayores en comparacion con la concentracion minima
de proteasa necesaria que se muestra en la Tabla 2. Esto dio lugar a efectos citotoxicos significativos, con un 31 % y
8 % de vitalidad celular segun lo determinado por los ensayos con WST-1 y sulfurhodamin B, respectivamente. La
mayoria de las aplicaciones cosméticas no requieren incubacion durante la noche. La microscopia revel6 que no se
produjo un desprendimiento de células significativo después de la primera hora de incubacién, incluso en presencia
de una concentracion de papaina 1000 veces mayor, lo que indica la ausencia de efectos citotdxicos en este punto
temporal anterior.

El efecto de las preparaciones de proteasas sobre las fibras de celulosa se probé con cellulose azure (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO), que es un sustrato analogo a keratin azure. Este experimento se realizé para estimar el efecto de las
preparaciones de proteasas activas en textiles de algodén. La hidrdlisis proteolitica de celulosa se determiné usando
cellulose azure como sustrato sustituto. El ensayo se realizé por duplicado y segun lo propuesto por el fabricante. La
actividad de hidrolisis de celulosa corresponde a la liberacion del colorante azul, que se determiné
espectrofotométricamente a 575 nm. Como control positivo, se midieron 2,5 unidades de celulasa de Aspergillus niger
(Sigma-Aldrich, C1184), lo que dio como resultado en una absorcion de 0,28 + 0,01. De las diez proteasas activas,
solo aspergillopepsina ao (PROTEX® 50FP) mostré actividad significativa durante la incubacién durante la noche en
el tampon de degradacion optimo de Fel d 1 (Tabla 2), correspondiente al 28 % + 2 % de la actividad del control
positivo (Tabla 3 ). La actividad de celulasa de esta (o cualquier) proteasa fue inesperada porque las proteasas
generalmente no aceptan polisacaridos como sustrato. Presumiblemente, esta preparacién de proteasa es un extracto
en bruto de Aspergillus oryzae que sobreproduce proteasa y, por lo tanto, contiene otras enzimas que se originan a
partir del hospedador de expresion, tal como las celulasas.

La mayoria de las proteasas activas mostraron ninguna o solo poca actividad queratinolitica o efectos citotdxicos
(Figuras 3y 4y Tabla 3). Excepto por la preparacion de aspergillopepsina ao (PROTEX® 50FP), las proteasas activas
no estaban activas en cellulose azure, lo que indica su incapacidad para degradar los textiles de algodén. Ademas, el
uso de altas concentraciones de proteasas como la papaina en productos cosméticos indica que su uso en
aplicaciones para degradar Fel d 1 puede ser seguro tanto para el usuario como para el gato.

Ejemplo 3
Las posibles aplicaciones incluyen agentes de limpieza o toallitas, tales como para la limpieza de muebles u otras

superficies contaminadas con Fel d 1. Los agentes de limpieza tipicos contienen disolventes, tales como etanol o
isopropanol desnaturalizado, como desinfectantes y para disolver aceite y grasa. La concentracion de isopropanol de
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un limpiador de bafiera tipico es del 10 al 15 %. Sin embargo, los disolventes como el isopropanol pueden inactivar
enzimas como las proteasas. Por lo tanto, se evalud la actividad de las proteasas activas en medios que contienen
isopropanol. Debido a que los agentes de limpieza se diluyen generalmente en agua, la actividad degradante de Fel d
1 de las proteasas activas se probd en presencia de isopropanol a concentraciones entre 0y 12,5 %.

Las proteasas activas se incubaron durante la noche con 0, 2,5 %, 5,0 %, 7,5 %, 10,0 % y 12,5 % de isopropanol en
concentraciones y en condiciones de reaccion optimas para la degradacion de Fel d 1 (Tabla 2). Las muestras se
diluyeron y analizaron por ELISA con intervalos de tiempo de lectura de 20 minutos. Como se muestra en la Figura 5,
la concentracion residual de Fel d 1 representa el porcentaje de Fel d 1 determinado para las muestras en comparacion
con el Fel d 1 para los controles de tampdn respectivos con una concentracion maxima de isopropanol pero en
ausencia de proteasa. La Figura 5 muestra promedios y desviaciones estandar de tres repeticiones independientes.

Con la excepcion de la bromelaina y la ficina, la actividad de todas las proteasas se redujo en al menos un 50 % en
presencia de un 12,5 % de isopropanol. Las tiol proteasas fueron las menos sensibles a isopropanol. Incluso en
presencia de 12,5 % de isopropanol, papaina, bromelaina y ficina degradaron aproximadamente del 40 % al 70 % del
Fel d 1 afiadido (Figura 5). En un experimento adicional con 25 % de isopropanol, bromelaina y ficina degradaron mas
del 50 % de Fel d 1. Por el contrario, las proteasas de acido aspartico fueron las mas sensibles a isopropanol.
Aspergillopepsina ao (PROTEX® 50FP), pepsina y endotiapepsina cp se inactivaron en mas del 90 % en presencia
de 12,5 % de isopropanol. Como control, los experimentos ELISA revelaron que no se encontré que el isopropanol
solo redujera significativamente la concentracion de Fel d 1. Dado esto, bromelaina o ficina parecen ser proteasas
especialmente adecuadas para degradar Fel d 1 presente en el polvo o en superficies, utilizando un agente de limpieza
que contiene isopropanol. Estas proteasas degradan activamente Fel d 1, incluso en concentraciones de isopropanol
que exceden las de las aplicaciones de limpieza tipicas.

Debido a que el contacto con la piel, el cabello y el pelaje es minimo y transitorio, no se espera que las actividades
queratinoliticas mas altas de la bromelaina y la ficina, en comparacién con las otras proteasas probadas, sean
perjudiciales. Ademas, la bromelaina y la ficina generalmente se consideran seguras cuando se usan en cosméticos
(véase anteriormente) o en el procesamiento de la nutricién (por ejemplo, como ablandador de carne).

Ejemplo 4

Las posibles aplicaciones para reducir la concentracion de Fel d 1 en el pelaje del gato incluyen champus o polvos
secos, mouses/ espumas que contienen proteasas entre otras composiciones. Se ha estimado un total de 67 mg de
Fel d 1 por gato. Aunque solo una pequeia fraccion del alérgeno pasa al aire, la gran cantidad de Fel d 1 presente en
el gato indica el beneficio significativo que se obtiene al reducir la cantidad de Fel d 1 en el pelaje y/o la piel del gato.
Se ha informado que el uso de champus para mascotas convencionales en gatos reduce la concentracion de Fel d 1
en el pelaje, asi como la concentracion de Fel d 1 en el aire en el hogar del gato. La eficacia de los champus
convencionales puede aumentarse mediante la adicion de proteasas como se describe en el presente documento.

La mayoria de las formulaciones de champu contienen una mezcla de diferentes tensioactivos, de los cuales los
tensioactivos anidnicos son la clase mas grande. Los tensioactivos no idnicos son la segunda clase mas grande de
tensioactivos y tienen poliéter o polihidroxilo como grupo polar para aumentar la solubilidad en agua. Los tensioactivos
no iénicos se usan ampliamente en aplicaciones topicas porque, tienen una capacidad reducida para provocar irritacion
en comparacioén con los tensioactivos anionicos. Esta propiedad hace que los tensioactivos no iénicos sean atractivos
para los champus para mascotas que contienen proteasas. TWEEN® 20 (polisorbato 20) se usa con frecuencia como
tensioactivo no iénico en nutrientes y cosmeéticos. Esta registrado como un aditivo alimentario aprobado (E-432) en la
Unién Europea y también en el indice INCI (Nomenclatura internacional de ingredientes cosméticos). Debido a que es
un aditivo alimentario aprobado, TWEEN® 20 puede usarse como ingrediente de champu y no plantearia problemas
de seguridad si el gato ingiere accidentalmente parte de él durante el procedimiento de lavado.

El efecto de TWEEN® 20 sobre la actividad degradante de Fel d 1 de las proteasas activas se probd después de la
incubacién durante la noche con 0, 10 %, 20 % y 30 % de TWEEN® 20 y a concentraciones de proteasa y en
condiciones de reaccién Optimas para la degradacion de Fel d 1 como se muestra en la Tabla 2. Las muestras se
diluyeron y analizaron por ELISA con intervalos de tiempo de lectura de 20 minutos. La concentracion residual de Fel
d 1 indicada representa el porcentaje de Fel d 1 determinado para las muestras comparadas con el Fel d 1 para los
controles de tampodn con las concentraciones de TWEEN® 20 respectivas pero sin proteasa. Los promedios y las
desviaciones estandar se determinaron a partir de tres repeticiones independientes. Todas las proteasas activas
probadas mostraron tolerancia a TWEEN® 20. Incluso a la concentracion mas alta probada de TWEEN® 20 al 30 %,
ninguna de ellas fue completamente inactivada. Al TWEEN® 20 al 10 %, mas del 50% de los 125 ug ml' Fel d 1 se
degrado para todas las proteasas (Figura 6, Tabla 3). Debido a que una formulacién tipica de champu contiene
aproximadamente TWEEN® 20 al 40 % y sufre una dilucion de aproximadamente 20 veces durante la aplicacion, las
proteasas tendrian que ser activas en concentraciones de aproximadamente TWEEN® 20 al 2 % para retener la
actividad de degradacion de Fel d 1. En consecuencia, se predice que todas las proteasas activas son adecuadas
para aplicaciones de champu.

Un producto para la piel con pH neutro tiene un pH de aproximadamente 5,5, que corresponde al pH en la piel. La
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actividad degradante de Fel d 1 de la proteasa de acido aspartico aspergillopepsina ao (PROTEX® 50FP) no se vio
afectada por TWEEN® 20 incluso a la concentracién mas alta probada del 30 % (Figura 6). Aunque, se descubrié que
esta proteasa tenia la mayor actividad a pH 4,0 (véase la Tabla 2), aun conservaba el 46 % de actividad a pH 6,0 en
el ensayo de proteasa ENZCHEK®. Ademas, La aspergillopepsina ao (PROTEX® 50FP), que no mostro actividad de
degradacion cuando se usé keratin azure como sustrato (Tabla 3), mostré solo una actividad minima contra la
queratina (Figura 3) y no tuvo citotoxicidad significativa hacia los queratinocitos (Figura 4). Estas propiedades sugieren
que aspergillopepsina ao (PROTEX® 50FP) es adecuada para su uso en un champu que contiene proteasas para la
reduccion de Fel d 1.

La papaina también puede ser una alternativa adecuada a aspergillopepsina ao (PROTEX® 50FP) en aplicaciones de
champu. Aunque la papaina es menos tolerante a TWEEN® 20 que aspergillopepsina ao (PROTEX® 50FP),
permanece activa a las concentraciones de TWEEN® 20 esperadas de 2 % durante la aplicacion (Figura 6). La papaina
mostré una actividad de degradaciéon de Fel d 1 comparable a pH 7,4 y pH 6,0, por lo que es probable que sea
adecuada para su uso en un champu con pH neutro. La papaina no fue activa contra la queratina en el ensayo TNBS
(Figura 3) y no indujo una citotoxicidad significativa contra los queratinocitos (Figura 4). La papaina no era activa en
el sustrato de cellulose azure y, por lo tanto, es probable que no muestre actividad de degradacién contra los textiles
de algodon (Tabla 3). La papaina también se usa en altas concentraciones en nutrientes (ablandador de carne, salsas
para barbacoa) y cosméticos (peeling de con enzimas) sin necesidad de inactivaciéon por calor antes de su uso. La
papaina es probablemente aplicable como ingrediente del champu, incluso si el gato ingiere accidentalmente el
champu durante el procedimiento de lavado.

Ejemplo 5

Otra aplicacion es un producto que contiene proteasas para usar en la boca de un gato, incluyendo dentifricos,
enjuagues, bebidas, alimentos o golosinas, tiras o peliculas. Dichos productos pueden reducir la concentracion de Fel
d 1 en la boca del gato, que es una fuente importante del alérgeno. Para probar la actividad de las proteasas en
condiciones similares a la aplicacion, se establecié un modelo para la saliva del gato. La preparacion de saliva artificial
de gato se baso en preparaciones de saliva humana artificial publicadas (McKnight-Hanes & Whitford, 1992, Caries
Res. 26: 345-350) (Tabla 4).

Tabla 4: Composicion de saliva artificial de gato

Ingredientes Contenidos por litro®
Metil-p-hidroxibenzoato 249
Carboximetilcelulosa sodica 109
KCI 625 mg
MgClz x 6H20 59 mg
CaClz x 2H20 166 mg
Kzhpos 804 mg
KH2PO4 326 mg
L-cisteina 485¢g
Suplementos para "condiciones extremas"

Fel d 1 125 mg

Leche desnatada 7,14 g
Suplementos para "condiciones normales"

Fel d 1 12,5 mg

Leche desnatada 4509

a Los componentes se disuelven en agua y el pH se ajusta a 7,5 con solucién de KOH

b Las condiciones extremas y normales son puntos de referencia que se refieren a las concentraciones de
alérgenos y proteinas, que estan por encima de lo esperado y en los niveles promedio, respectivamente (véase el
texto para mas detalles)

El pH se ajusté a 7,5, que es el pH de la saliva de gato. Se determind que la concentraciéon de Fel d 1 en la saliva del
gato era de entre 0,3 a 45 pg/ml (poblacion total de gatos) y de 2,2 a 12,4 pg/ml para un grupo intermedio, que esta
representado por un tercio de la poblacion total. La concentracion maxima de Fel d 1 en la saliva artificial de gato se
definié como 125 ug ml!, ya que esta concentracion se uso6 en todos los experimentos anteriores, aunque excedia la
concentracion maxima prevista de Fel d 1 en la saliva de gato en un factor de 2 a 3.

Se us6 leche desnatada, que contiene aproximadamente 35 % de proteina, para simular el contenido de proteina en
la saliva. La leche desnatada también contiene otros componentes, tales como carbohidratos, que estan relacionados
con la composicion compleja de la saliva real y, por lo tanto, se prevé que el modelo sea mas realista. Se ha informado
que la saliva humana de diferentes individuos contiene entre 0,67 y 2,37 mg ml' de proteina (seguin lo determinado
por diferentes técnicas con albumina de suero bovino como patrén). Esta estimacion se utiliz6 como una aproximacion
para el contenido de proteinas en la saliva de gato. Se definid un contenido maximo de proteina de 2,5 mg ml"' para
la saliva artificial de gato, que estaba representada por 7,14 mg ml' de leche desnatada. Como se analiza
anteriormente, se ha encontrado que la cisteina activa determinadas proteasas para la degradacion de Fel d 1. El
efecto fue mas prominente para las tiol proteasas, tal como la papaina, la bromelaina y la ficina (véase arriba).
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Los efectos de diferentes concentraciones de Fel d 1 y leche desnatada, asi como el requerimiento de cisteina para
la degradacion de Fel d 1 en saliva artificial, se probaron utilizando la proteasa papaina activa con incubacion durante
la noche a 37 °C (Figura 7). Se usé papaina a la concentracion minima necesaria para degradar completamente 125
ug ml' de Fel d 1 en condiciones optimas, es decir, en tampon de fosfato de sodio a pH 7,8 (Tabla 2). Similar a los
experimentos previos realizados en tampoén, se demostré que L-cisteina 40 mM es esencial para la degradacion eficaz
de Fel d 1 por la papaina en la saliva artificial de gato (Figura 6); sin embargo, este requisito podria ser satisfecho por
otros componentes de la formulacion, especialmente en composiciones comestibles tales como alimentos, bebidas o
golosinas.

Aunque, las condiciones de reaccion en la saliva artificial de gato diferian significativamente de las condiciones de
reaccion dptimas indicadas en la Tabla 2, la mayoria de los 125 ug ml' de Fel d 1 agregados se degradaron durante
la incubacién durante la noche (en presencia de cisteina) para concentraciones de leche desnatada de hasta 714 ug
ml-' (Figura 7). No obstante, la actividad de degradacion de Fel d 1 disminuyé con el aumento de la concentracion de
leche desnatada, probablemente debido al aumento de la concentracion de proteinas. Las proteinas de la leche
desnatada consisten principalmente en caseina, y se demostré que la caseina se hidroliza con papaina mediante el
ensayo de proteasas ENZCHEK®, que utiliza caseina marcada como sustrato (Tabla 2). La caseina y Fel d 1
representan, por lo tanto, sustratos competitivos para la degradacion por papaina. Por lo tanto, seria necesario
aumentar la concentracién de papaina para degradar completamente Fel d 1 a la concentracion mas alta de leche
desnatada (y en presencia de cisteina). Ademas, un aumento en la concentracién de papaina probablemente daria
como resultado una degradacién de Fel d 1 mas rapida, que seria preferida para degradar Fel d 1 en la saliva dentro
del marco de tiempo en el que el gato consume el alimento o bebida para mascotas que contiene proteasas, o esta
de otro modo expuesto oralmente a una formulacidon que contiene proteasas.

Se desarrollaron dos tipos de saliva artificial de gato para pruebas adicionales (Tabla 4). El primer tipo representaba
"condiciones extremas", y contenia 125 ug ml-' de Fel d 1 (concentracion de 2 a 3 veces mayor que la concentracion
maxima determinada en la saliva de gato) y 7140 ug ml-' de leche desnatada (correspondiente al contenido de proteina
maximo determinado en saliva humana). Estas concentraciones de alérgenos y proteinas estan por encima de los
niveles esperados y se proporcionan para estimar la actividad excedente de las proteasas en una aplicacion de
alimentos para mascotas. El segundo tipo representaba "condiciones normales”, y contenia 12,5 yg ml"' de Fel d 1
(que representa el limite superior de las concentraciones de Fel d 1 seguin lo determinado en el grupo de gatos
intermedios) y 4,5 ug ml' de leche desnatada (correspondiente a la concentracion promedio de proteinas en la saliva
humana de 1,6 yg mI"). Estas concentraciones de alérgenos y proteinas representan un nivel promedio esperado en
la saliva de la mayoria de los gatos.

Para identificar la actividad de las proteasas necesaria para degradar Fel d 1 en la saliva artificial de gato (en
condiciones normales y extremas) en un periodo de tiempo relativamente corto, las proteasas activas papaina,
subtilisina bl (PROTEX® 6L), aspergillopepsina ao(PROTEX® 50FP) y la endoproteinasa Asp-N se evaluaron
mediante analisis cinético adicional a actividades enzimaticas superiores. Los experimentos preliminares revelaron
que se requiere hasta un aumento de 1000 veces de papaina, de 4,5 ug ml"! (correspondiente a la concentracion
minima necesaria para degradar completamente Fel d 1 en condiciones 6ptimas durante una incubacién durante la
noche, Tabla 2) a 4500 yg ml', para degradar completamente Fel d 1 en saliva artificial de gato en condiciones
extremas dentro de 1 hora de incubacion.

Por lo tanto, para la subtilisina bl, se probaron cantidades que fueron 10 veces, 100 veces y 1000 veces mayores que
9,5 ug ml" de subtilisina bl, que era la concentracion minima de proteasa necesaria para degradar 125 yg ml-' de Fel
d 1 en condiciones 6ptimas durante una incubacion durante la noche (Tabla 2) en saliva artificial de gato en condiciones
extremas para la degradacion de Fel d 1 después de una 'y 20 horas de incubacion a 37 °C (Figura 8). Por consiguiente,
se incubaron 125 pug ml-' de Fel d 1 natural durante O minutos, 1 hora o 20 horas (durante la noche) con 0, 9,5, 95,
950 y 9500 ug ml" de subtilisina bl a 37 °C en saliva artificial de gato (condiciones extremas, véase la Tabla 4). La
reaccion se detuvo mediante la adicion de PMSF 1 mM. Las muestras se diluyeron y analizaron por ELISA con
intervalos de tiempo de lectura de 30 minutos. Teniendo en cuenta la dilucion, se esperaba una concentracion maxima
de 12 ng ml' de Fel d 1 (es decir, sin tener en cuenta la posibilidad de degradacion). Los promedios y las desviaciones
estandar se determinaron a partir de dos repeticiones independientes del experimento. Similar a los experimentos
preliminares con papaina, se requiri6 una concentracion de subtilisina bl 1000 veces mayor para degradar
completamente Fel d 1 en 1 hora en saliva artificial de gato en condiciones extremas (Figura 8).

Para determinar aun mas la eficacia de las proteasas en un exceso de 1000 veces, se analizé cinéticamente la
degradacion de Fel d 1 por papaina y subtilisina bl en saliva artificial de gato en condiciones normales y extremas en
tiempos de incubacion mas cortos (Figura 9). Se incub6 papaina y 9,5 mg ml' de subtilisina bl durante 0, 5, 10, 15y
60 min con Fel d 1 en saliva artificial de gato a 37 °C en condiciones normales y extremas ( Tabla 4). Las reacciones
se detuvieron mediante la adicién de E64 100 uM (para papaina) y PMSF 1 mM (para subtilisina bl). Las muestras se
diluyeron y analizaron por ELISA con intervalos de tiempo de lectura de 30 minutos. La concentracion residual de Fel
d 1 representa el porcentaje de Fel d 1 determinado para las muestras en comparacién con el Fel d 1 para los controles
de tampodn respectivos sin proteasa. Los promedios y las desviaciones estandar se determinaron a partir de tres
repeticiones independientes. La mayor parte del Fel d 1 ya se habia degradado después de 5 minutos con subitilisina
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bl (9,5 mg ml") en saliva artificial de gato en condiciones normales y extremas. Los experimentos revelaron que
subtilisina bl era algo mas eficaz que la papaina. Sin embargo, en condiciones normales, que corresponden a la
composicién promedio de saliva de gato, mas del 80 % de Fel d 1 fue degradado por papaina (4.5 mg ml') en 5
minutos (Figura 9). La actividad aparente de degradacion de Fel d 1 en estas condiciones a los 0 min podria explicarse
posiblemente por la actividad residual a pesar de la adicién inmediata de inhibidor E64 para terminar la reaccion. Este
efecto se evitd en los siguientes experimentos mediante la adicion de ambos inhibidores, E64 y PMSF, para terminar
la actividad de las combinaciones de papaina y subtilisina bl (Figuras 10-12).

En el contexto de una aplicacion de alimentos para mascotas, donde un gato con una concentracion promedio de Fel
d 1y proteina en la saliva tarda alrededor de cinco a diez minutos para comer, se pronostica que tanto la papaina
como la subtilisina bl, presente en las concentraciones probadas, degradaran el alérgeno en mas del 80 % en 5
minutos. Ambas concentraciones probadas, 4,5 mg ml' de papaina y 9,5 mg ml"' de subtilisina bl, respectivamente,
estan presentes en concentraciones que estan en exceso masivo sobre el Fel d 1 aplicado (125 ug mI). Sin embargo,
este exceso de enzima promueve la degradacion acelerada de Fel d 1, de modo que la mayor parte se degrada en
pocos minutos.

Se probaron diferentes combinaciones de papaina y subtilisina bl para identificar efectos sinérgicos sobre la
degradacion de Fel d 1, lo que permitiria una disminucién en la concentracion total de proteasas, mientras se mantiene
la eficacia de la degradacion de alérgenos comparable a la de una proteasa Unica en la aplicacion final de alimento
para gatos. La tiol proteasa papaina y la subtilisina bl pertenecen a diferentes familias mecanicistas de proteasas vy,
por lo tanto, tienen diferentes especificidades de sustrato. Sin pretender limitarse a un mecanismo particular, se cree
que las dos proteasas podrian actuar sinérgicamente al descubrir mutuamente nuevos sitios de escision en la cadena
del polipéptido Fel d 1, lo que da como resultado una degradacién mas rapida y mas eficaz en comparacioén con la
degradacion lograda mediante el uso de una sola proteasa.

Las dos proteasas se probaron en combinacién para determinar su capacidad de degradar sinérgicamente Fel d 1 en
saliva artificial de gato a las concentraciones previamente probadas para cada proteasa sola (4500 ug ml-1 de papaina
y 9500 ug mi! de subtilisina bl, Figura 9). Ademas, la degradacion de Fel d 1 se prob6 a concentraciones de proteasas
reducidas en un factor de 10, 100 y 1000. Se requirieron minimamente 450 ug ml"' de papaina y 950 ug mi' de
subtilisina bl para degradar completamente Fel d 1 en una hora (Figura 10). En la combinacién con las concentraciones
de proteasas probadas mas altas (4500 ug ml-' de papaina y 9500 ug ml-! de subtilisina bl), se logré la degradacion
completa de Fel d 1 después de 10 minutos (Figura 10). Este efecto fue comparable al efecto de 9500 pg ml-! de
subtilisina bl sola (Figura 9).

Para evaluar la contribucion de la subtilisina bl, se varié su concentraciéon de 1188 a 9500 ug ml-! mientras se mantuvo
constante la concentracion de papaina (a 4500 ug ml') (Figura 11). Solo se observé una pequefia diferencia en la
degradacion de Fel d 1 cuando se combinaron 4500 pg mi-! de papaina con 9500 o 4750 pg mi-! de subtilisina bl. Por
lo tanto, seria suficiente una combinacion de 4500 ug mi-! de papaina y 4750 pg ml-' de subtilisina bl para degradar la
mayoria de Fel d 1 presente en saliva de gato en 10 minutos, incluso en condiciones extremas. En condiciones
normales, como es el caso de la mayoria de los gatos, la combinacion con la concentracion de subtilisina bl mas baja
(1188 ug ml") es suficiente para degradar aproximadamente el 90 % de Fel d 1 en 10 minutos.

Para evaluar la contribucion de la papaina, se varid su concentracion de 565 a 4500 yg ml"' mientras se mantuvo
constante la concentracion de subtilisina bl a la menor concentracion probada anteriormente (1188 ug ml-1) (Figura
12). En condiciones extremas, solo se logré una reduccion del 80 % de Fel d 1 en 10 minutos cuando se combind con
4500 pg ml' de papaina (Figura 12). Por el contrario, en condiciones normales, la concentracién de papaina probada
no influyé significativamente en la degradacion de Fel d 1 después de 10 minutos de incubacion. Por lo tanto, la
combinacion minima de proteasas de 565 ug ml' de papaina y 1188 ug ml"' de subtilisina bl seria suficiente para
reducir el contenido de Fel d 1 en la saliva de un gato promedio en aproximadamente un 80 % dentro de los 10 minutos
posteriores a la incubacién, por ejemplo, mientras el gato esta comiendo el alimento o golosina para mascotas, o
bebiendo una bebida que contiene las proteasas, o de otra manera expuesto oralmente a la formulacién que contiene
proteasas.

Ejemplo 6

Se desarrollé un prototipo de toallita que contenia proteasas funcionales y se probé para determinar la inactivacion de
Fel d 1. Se fabrico un lote de toallitas de algoddn (20 cm x 20 cm) que contenia PROTEX® 6L activa y se probo para
determinar la inactivaciéon de Fel d 1. La toallita fue exitosa en la degradacién de Fel d 1. Los detalles se analizan en
detalle a continuacion.

En primer lugar, se determind la concentracion de PROTEX® 6L necesaria para la toallita. La concentracion de enzima
necesaria depende de la cantidad de Fel d 1 que el prototipo debe inactivar. Segun los datos proporcionados por
Nestlé Purina, la cantidad de Fel d 1 en el ambiente que debe ser digerida por el prototipo de toallita es de aprox. 25
ng/cm2 (= 0,25 mg/m2).

Para un prototipo de toallita, no es posible establecer simplemente la concentracion de enzima deseada ya que la
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capacidad de unién para la enzima podria estar limitada por los sitios de unién/reticulacion disponibles del material
sdlido. Por lo tanto, el objetivo era maximizar la cantidad de PROTEX® 6L inmovilizada.

La Tabla 5 resume las propiedades relevantes para la aplicacion y la seguridad de las proteasas activas analizadas
en el presente documento basandose en los datos de la Tabla 3. Se descubrié que la proteasa PROTEX® 6L combina
todas las caracteristicas necesarias para el desarrollo de prototipos de aplicacion, incluidas las de los Ejemplos 6-10:
Muestra solo efectos débiles sobre la hidrolisis de queratina, sin efectos sobre la viabilidad de los queratinocitos, sin
actividad de celulosa pero alta tolerabilidad hacia los detergentes no idénicos. Por lo tanto, PROTEX® 6L se utilizd para
el desarrollo de los prototipos actuales (toallitas, arena para gatos, champu, liquido limpiador).

Tabla 5: Resumen de propiedades de proteasas activas

. Hidrdlisis de Citotoxicidad en Tolerabilidad a Hidrdlisis de
Enzima ; N
queratina queratinocitos Detergentes celulosa

Papaina No No Baja No
Protex® 6L Baja No Alta No

Protex® 50FP Baja No Alta Media
Endoproteinasa Asp-N Media Fuerte Alta No
Bromelaina Baja Fuerte Media No
Ficina Baja Fuerte Media No
Pepsina No No n.d. No
Protex® 14L Fuerte Fuerte n.d. No
Alfa-quimotripsina Media No n.d. No
Thermolase® Baja No n.d. No

n.d.: no determinado

Inmovilizacion de PROTEX® 6L en toallitas de algodén

Fabricacion de toallitas de algodén

De los numerosos tipos de telas de algoddn, se eligié molton para la fabricacion de las toallitas. El tejido Molton esta
compuesto por fibras de algodén 100 %. Su superficie rugosa y su alta absorcion de agua lo convierten en un tejido
de limpieza versatil. El tamafio de una toallita final es de aprox. 20 cm x 20 cm.

Sistemas de reticulacion para inmovilizar PROTEX® 6L

En teoria, la inmovilizacién de enzimas sobre material sélido se puede lograr mediante el acoplamiento covalente de
la enzima a través de una reaccion quimica. Sin embargo, no hay protocolos bien establecidos disponibles que
describan el acoplamiento de PROTEX® 6L a las fibras de algodon.

Una primera exploracion de las condiciones para la inmovilizacion de PROTEX® 6L utilizé no solo la enzima vy el
vehiculo (toallita de algoddn) sino también dos agentes de reticulacion, ya que el material del vehiculo (algodén) no
posee grupos que formen facilmente enlaces covalentes. El agente de reticulacion utilizado es un sistema de 2
componentes: una diamina (pentaetilenhexamina, PEHA) y un dialdehido (glutaraldehido, GA). Se combinan en una
proporcion fija y se hace referencia principalmente a la concentracion de glutaraldehido para indicar la cantidad
utilizada en proporcion a la enzima.

El sistema de reticulacién de 2 componentes tiene que coincidir con la cantidad de proteina. Se descubrié que la
cantidad utilizada en proporcion a PROTEX® 6L es critica ya que cantidades demasiado bajas no reticularan toda la
enzima o daran como resultado formulaciones inestables. Cantidades demasiado altas daran enlaces cruzados
reduciendo la libertad de conformacién y, posteriormente, reduciendo la actividad de la enzima.

Ensayo enzimético para determinar la eficacia de inmovilizacion

Para controlar el éxito de las diferentes condiciones y protocolos de reticulacion, se determind la actividad enzimatica
después de la reticulacion y el lavado. En esa etapa, es inconveniente y lento determinar directamente la actividad
degradante de Fel d 1 de PROTEX® 6L reticulada mediante ELISA. Para permitir una exploracién mucho mas rapida
de las condiciones de reticulacion, se eligieron otros dos ensayos enzimaticos: El ensayo NPA, que se basa en la
hidrélisis del sustrato p-nitrofenilacetato por la proteasa o la prueba ELU, que se basa en la hidrdlisis del lactato de
etilo. Después de establecer el protocolo final para la reticulacion de PROTEX® 6L en toallitas de algodén pequefias,
se realizaran inmovilizaciones a gran escala en toallitas enteras. Después, la capacidad de degradar Fel d 1y la
estabilidad enzimatica se probaran directamente en el Fel d 1 del sustrato diana por ELISA.

Produccién final de PROTEX® 6L inmovilizada en toallitas de algodén

Las cantidades y condiciones del agente de reticulacion, asi como las cantidades y condiciones de las cargas
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enzimaticas se determinaron experimentalmente. Después de esto, se realizaron reacciones a gran escala para
reticular PROTEX® 6L en toallitas completas (20 cm x 20 cm). En concreto, PROTEX® 6L liquida (9,24 ml de 4600
ELU/mI de PROTEX® 6L) se mezcldé con 83,2 ml de tampdn fosfato (100 mM, pH 6,5) y se afadié glutaraldehido
(concentracion final de 133 mM). La reticulacion de la enzima se produjo incubando la toallita en la mezcla de reaccion
durante la noche a temperatura ambiente. La toallita se lavé con agua y el liquido se exprimié y se lavé nuevamente
con agua y PEG al 3 %. Finalmente, la toallita se seca con una corriente de aire (21 °C) durante 5 h.

En resumen, PROTEX® 6L se inmovilizéd en 10 toallitas de algodon, se produjeron otras 10 toallitas de control de la
misma manera, con la excepcion de que no se afiadié enzima a la mezcla de reaccién. Las toallitas se probaron para
su aplicacion. Se determindé la capacidad de inactivacion de Fel d 1 y se mostrd en el Ejemplo 10 (Tabla 6).

Ejemplo 7

Se desarrollaron prototipos de arena para gatos que contenian proteasas funcionales y se probd para determinar la
inactivacion de Fel d 1. De manera especifica, se fabricaron 260 g de arena para gatos (perlita) que contenia
PROTEX® 6L activa y se probd para determinar la inactivacion de Fel d 1. La arena para gatos fue exitosa en la
degradacion de Fel d 1. Los detalles se analizan en detalle a continuacion.

En primer lugar, se determind la concentracion de PROTEX® 6L necesaria para el prototipo. La concentracion de
enzima necesaria depende de la cantidad de Fel d 1 que el prototipo debe inactivar. Segun los datos proporcionados
por Nestlé Purina, la cantidad de Fel d 1 que debe ser inactivada por la arena para gatos es de aprox. 250 mg.

En el caso de la arena para gatos, no es posible establecer simplemente la concentracion de enzima deseada ya que
la capacidad de union para la enzima podria estar limitada por los sitios de union/reticulacion disponibles del material
solido. Por lo tanto, el objetivo era maximizar la cantidad de PROTEX® 6L inmovilizada.

Inmovilizacion de PROTEX® 6L en arena para gatos

Inmovilizacién en bentonita

"La accidn instantanea de la arena para gatos sin aglomeracion de Purina Tidy Cats" se probo para la inmovilizacion
de PROTEX® 6L. La arena para gatos se basa en el mineral de arcilla bentonita. PROTEX® 6L se diluy6 con agua y
se afiadié a bentonita para verificar las posibles condiciones de inmovilizacion y absorciéon de la enzima. Sin embargo,
afadir agua a PROTEX® 6L diluye el 50 % de glicerol presente en esta mezcla de enzimas y hace que la bentonita
se desmorone.

Se realiz6 otra prueba de inmovilizaciéon con bentonita con un uso minimo de liquido. Para este fin, se afiadieron
directamente a la bentonita pequefias cantidades de PROTEX® 6L que podrian absorberse faciimente. Ademas se
afadieron los dos agentes de reticulacion de la enzima y el vehiculo, ya que los materiales portadores no poseen
grupos que formen facilmente enlaces covalentes. El agente de reticulacion utilizado es un sistema de 2 componentes:
una diamina (pentaetilenhexamina, PEHA) y un dialdehido (glutaraldehido, GA), que se combinan en una proporcion
fija. Resultd que una carga maxima es de 150 a 200 pl de liquido por gramo de bentonita. El liquido tiene que
administrarse individualmente a cada particula. Debido al hecho de que las particulas se desmoronan, no es posible
realizar un tratamiento después de la inmovilizacion. Este no es un inconveniente inmediato, si no que el polvo con
enzima se transportara al aire después de que la bentonita se haya mojado y secado nuevamente. Sin embargo,
PROTEX® 6L en este vehiculo perdié toda actividad después de un par de dias, incluso cuando se secd. En
conclusion, la arena para gatos probada no era adecuada para la inmovilizacion de PROTEX® 6L.

Inmovilizacién en arena

Se prob6 arena con un tamafo de particula de 1,2 mm como otro vehiculo que podria mezclarse principalmente con
bentonita. De nuevo se usaron dos agentes de reticulacion ademas de la enzima. Se us6 arena para demostrar la
viabilidad del enfoque donde la enzima se inmoviliza en un segundo vehiculo (arena), que después se puede mezclar
con otras particulas de arena para gatos. Se usé una carga maxima de 200 pl de PROTEX® 6L por gramo de arena.
Sin embargo, la actividad y la recuperacion fueron relativamente bajas, muy probablemente porque la arena carece
de poros y tiene un area superficial pequefa. La lixiviacion de la enzima es baja y, por lo tanto, la arena es en principio
un material adecuado para la unién covalente.

Inmovilizacién en perlita

La perlita se eligié como un tercer vehiculo. Debido a su tamario de particula de 2,8 - 6 mm, también podria mezclarse
principalmente con bentonita. Nuevamente, se usaron dos agentes de reticulacion (GA y PEHA) ademés de la enzima
para inducir la unién covalente. Los primeros experimentos de inmovilizacién mostraron que la recuperacion, asi como
la lixiviacion de la enzima PROTEX® 6L, es relativamente buena para las cargas enzimaticas en el intervalo inferior.
Las cargas enzimaticas superiores a 500 pl/g dan una coloracién significativa de las particulas de perlita pero con
cargas en el intervalo inferior mantiene un color blanco brillante.
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Produccién final de PROTEX® 6L inmovilizada en perlita

De manera clara, para la reticulaciéon de PROTEX® 6L al material de arena para gatos, la perlita resulté ser superior
ala arenay la bentonita. La perlita permite una alta carga de enzimas, mientras mantiene baja la lixiviacién de enzimas.
Ademas, su tamafio de particula permite una mezcla homogénea con otro material de arena para gatos. Por lo tanto,
se encontro que la perlita era un material excelente para la reticulacion de PROTEX® 6L y finalmente se produjeron
260 g de perlita que contenia PROTEX® 6L.

En concreto, se mezclé6 PROTEX® 6L liquida (60 ml de 4600 ELU/mI de PROTEX® 6L) con 472,8 ml de agua fria,
PEHA (ajustado a pH 7,0, concentracion final 20 mM, 4 °C) y se afiadié glutaraldehido (concentracion final 133 mM),
bien mezclado y agregado a 300 g de perlita. La reticulacion de la enzima se produjo incubando las particulas de
perlita en la mezcla de reaccién durante la noche a temperatura ambiente. La perlita se lavé con agua, tampon fosfato
5 mM y agua con PEG al 3 %. Finalmente, las particulas de perlita se secaron durante la noche a temperatura
ambiente.

En resumen, PROTEX® 6L se inmovilizé en 260 g de perlita, se produjo otra pequefia muestra de control (1 g de
perlita) de la misma manera, con la excepcion de que no se afiadié enzima a la mezcla de reaccion. La perlita se probd
después para su aplicacion. Se determiné la capacidad de inactivacion de Fel d 1 y se mostré en el Ejemplo 10 (Tabla
6).

Ejemplo 8

Se desarrollaron prototipos de liquidos limpiadores que contenian proteasas funcionales y se probaron para determinar
la inactivaciéon de Fel d 1. De manera especifica, 1 litro de liquido limpiador y 50 ml de concentrado enzimatico que
contenia PROTEX® 6L activa se fabricaron y probaron para determinar la inactivacién de Fel d 1. Los prototipos fueron
exitosos en la degradacion de Fel d 1. Los detalles se analizan en detalle a continuacion.

En primer lugar, se determind la concentraciéon de PROTEX® 6L necesaria para cada prototipo. La concentracion de
enzima necesaria depende de la cantidad de Fel d 1 que se debe inactivar por el respectivo prototipo. Segun los datos
proporcionados por Nestlé Purina, la cantidad de Fel d 1 en el ambiente que debe ser digerida por los prototipos de
es de aprox. 25 ng/cm2 (= 0,25 mg/m2).

Para la determinacion de la concentracion de PROTEX® 6L que se necesita para la digestion total de Fel d 1, se
analiz6 la actividad de una serie de diluciones de PROTEX® 6L mediante ELISA. 3,8 U/ml de PROTEX® 6L (las
unidades se basan en el ensayo de etil-L-lactato (ELU), determinadas por el fabricante Genencore) son capaces de
digerir completamente 2,5 ug de Fel d 1 en condiciones de reaccion dptimas (tampdén Tris-HCI, pH 7,8). Basandose
en estos calculos, incluyendo los calculos iniciales para el champu en el Ejemplo 9, la concentracién de PROTEX® 6L
se ajustd en consecuencia para los liquidos limpiadores.

Desarrollo de Limpiador de Superficies que contiene PROTEX® 6L

Basado en la concentracion de Fel d 1 en superficies duras, se determiné la cantidad necesaria de PROTEX® 6L y se
incorpord a la formulacion liquida de limpiador basica (KAR-001). En concreto, se afiadié agua (960 g) a un vaso de
precipitados, después se afiadieron y agitaron 10 g de fenoxietanol (conservante), seguido de 30 g de Zusolat 1008/85
(alcohol graso disponible de Zschimmer & Schwarz GmbH & Co KG) y 10 g de EUXYL® PE 9010. Cuando fue
necesario, el pH tuvo que ajustarse a 8,0 usando NaOH. A esta formulacion basica (KAR-001) se afadi6 PROTEX®
6L (9 ml de 4600 ELU/mI de PROTEX® 6L) (KAR-001+E). Finalmente, se produjeron 1 litro de limpiador de superficie
KAR-001 que contenia PROTEX® 6L (KAR-001+E), asi como 2x 1 litro de limpiador de superficie sin PROTEX® 6L
(KAR-001-E) y se probaron para su aplicacion. Se determiné la capacidad de inactivacion de Fel d 1 y se muestra en
el Ejemplo 10 (Tabla 6).

Desarrollo de un concentrado de enzimas que contiene PROTEX® 6L

Ademas del limpiador de superficies listo para usar, que ya contiene PROTEX® 6L, se podria imaginar otra aplicacion,
que se basa en mezclar enzimas y limpiadores de superficies liquidos justo antes de su uso.

La ventaja es que la enzima podria mezclarse con cualquier otro limpiador de superficie, que podria proporcionar el
cliente. Ademas, almacenar la enzima en una formulacién liquida optimizada y no en una formulacion limpiadora de
superficies podria estabilizar la enzima y conducir a una mayor estabilidad enzimatica. Por lo tanto, se desarrollé un
concentrado enzimatico que consta de 20 x PROTEX® 6L mas concentrado (en comparacion con el limpiador de
superficie KAR-001+E listo para usar) y estabilizador enzimético propilenglicol. Se determiné la capacidad de
inactivacion de Fel d 1 (después de la dilucion del 20 x KAK-001+E en 1 x limpiador de superficie) y se muestra en el
Ejemplo 10 (Tabla 6).

Ejemplo 9
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Se desarrollaron prototipos de champus que contenian proteasas funcionales y se probaron para determinar la
inactivacion de Fel d 1. De manera especifica, se fabricaron dos champus para gatos (formulacién sin aclarado, 1 litro
cada uno), que contenian PROTEX® 6L activo, y se probaron para determinar la inactivacién de Fel d 1. Todos los
prototipos fueron exitosos en la degradacion de Fel d 1. Los detalles para cada prototipo se analizan en detalle a
continuacion.

En primer lugar, se determiné la concentracion de PROTEX® 6L necesaria para el prototipo. La concentracién de
enzima necesaria depende de la cantidad de Fel d 1 que el prototipo debe inactivar. La cantidad de Fel d 1 en el gato
es de aprox. 2 pg/mg de pelo de gato (datos proporcionados por Nestlé Purina). Debido a que el peso del pelo por
gato es en promedio 121 g (Avner DB et al., J Allergy Clin Immunol, 1997), la cantidad total de Fel d 1 en el gato que
el champu debe inactivar es de aprox. 250 mg.

Para la determinacién de la concentraciéon de PROTEX® 6L que se necesita para la digestion total de Fel d 1, se
analiz6 la actividad de una serie de diluciones de PROTEX® 6L mediante ELISA. 3,8 U/ml de PROTEX® 6L (las
unidades se basan en el ensayo de etil-L-lactato (ELU), determinadas por el fabricante Genencore) son capaces de
digerir completamente 2,5 ug de Fel d 1 en condiciones de reaccion éptimas (tampén Tris-HCI, pH 7,8). A continuacion,
se analizé la actividad de PROTEX® 6L en el champu para gatos KFS-002 (véase a continuacioén) para determinar la
actividad de PROTEX® 6L en una formulacién de champu. Se eligio KFS-002 como modelo para los calculos iniciales
de la actividad de PROTEX® 6L en una formulacion liquida. Se determind mediante ELISA que en KFS-002 se
necesitan 38,4 U/ml de PROTEX® 6L para la inactivacion total de Fel d 1 (que es aproximadamente 10 veces mayor
que en el tampén de reaccién 6ptimo).

Desarrollo de champus que contienen PROTEX® 6L

Se probaron varias formulaciones espumosas basadas en cocamidopropilbetaina anfétera (betaina), lauriletersulfato
de sodio aniénico (SLE), lauroil sarcosinato de sodio anionico (SLS), cocoil glutamato de sodio/disodio anidnico y decil
glucosido no idnico, pero no todas las formulaciones dieron resultados aceptables.

Basado en la concentracion de Fel d 1 en el gato, se determiné la cantidad necesaria de PROTEX® 6L y se incorpord
a dos formulaciones de champu basicas (KFS-002 y KFS-004a).

En concreto, se afadié agua (980 g) a un vaso de precipitados, después se anadieron y agitaron 10 g de fenoxietanol
(conservante), seguido de 10 g de betaina (KFS-002) 0 10 g de SLS (KFS-004a) y 10 g de PERLASTAN® L30. Cuando
fue necesario, el pH tuvo que ajustarse a 5,5 (KFS-002) o 7,5 (KFS-004a) usando NaOH.

A esta formulacion basica (KFS-002/004a) se afiadieron 9 ml de PROTEX® 6L (de 4600 ELU/mI de PROTEX® 6L)
(KFS-002/004a+E). Finalmente, se produjeron y probaron para su aplicacion 1 litro de champu KFS-002 y 1 litro de
champu KFS-004a que contiene PROTEX® 6L (KFS-002/004a+E), asi como 2 x 1 litro de champus sin PROTEX® 6L
(KFS-002/004a-E). Se determinod la capacidad de inactivacion de Fel d 1 y se muestra en el Ejemplo 10 (Tabla 6).

Ejemplo 10
Los prototipos de los Ejemplos 6-9 se estudiaron para determinar la inactivacién de Fel d 1. Los datos se presentan

en la tabla 6. De manera clara, todos los prototipos desarrollados son capaces de inactivar cantidades de Fel d 1
relevantes para la aplicacion.

Tabla 6
p . Capacidad de inactivacion de Fel
rototipo d1
Conc. de enzima KAK-001. ~57-71mgde Feld 1/10 ml
Limpiador de superficies N
KAR-001 150 - 203 mg de Fel d 1/10 ml
Champu KFS-002 ~105-156 mg de Fel d 1/10 ml
Champu KFS-004a ~18-23 mgde Feld 1/10 mi
Toallita ~ 1,09 mg de Fel d 1/toallita/ uso
Arena para Gatos ~ 9,3 mgde Fel d 1/100 ml
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una formulacién para reducir o eliminar Fel d 1 alergénico de un ambiente, que comprende proteasas que
interactian con Fel d 1 y degradan epitopos alergénicos en el Fel d 1, en donde las proteasas incluyen al menos la
serina proteasa Subtilisina de B. licheniformis y papaina.

2. El uso de una formulacion acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas un aditivo que potencia la
eficacia de la proteasa en la degradacion del Fel d 1, en donde el aditivo es cisteina o sal /iones de calcio (Ca?*), o
una combinacion de cisteina y sal /iones de calcio (Ca?*).

3. El uso de una formulacién acuerdo con la reivindicacion 1, dispuesta dentro de una composicién seleccionada de:
agente de limpieza liquido, sdlido o en polvo, aerosol, pafio humedo, toallita, esponja, pastilla soluble en agua, filtro,
alimento, suplemento de aceite o de agua, filtro de aspiradora o aditivo, granulo, detergente, desodorizador de
alfombras y habitaciones, arena, aditivo para arena, guante, aditivo para productos no de tejido, saco para lavadora,
pastilla para lavadora y pastilla liquida multicamara.

4. El uso de una formulacién acuerdo con la reivindicacion 1, en donde las proteasas se reconocen como seguras para
su uso en alimentos y cosméticos.

5. El uso de una formulacién acuerdo con la reivindicacién 4, dispuesta dentro de una composicién seleccionada de
jabon, champu, enjuague, polvo, aerosol, gel, mouse, espuma, acondicionador, locién, collar, guante o toallita
dispersante o humeda adecuada para aplicar sobre la piel, pelo o pelaje.

6. El uso de una formulacion acuerdo con la reivindicacion 4, dispuesta dentro de una composicion comestible.

7. Un método para reducir o eliminar Fel d 1 alergénico de una superficie inanimada, que comprende poner en contacto
un elemento de la superficie inanimada donde esta presente Fel d 1 con una formulacién que comprende proteasas
que interactuan con el Fel d 1 y degradan los epitopos alergénicos en el Fel d 1, reduciendo o eliminando, de este
modo, Fel d1 alergénico de la superficie inanimada; en donde las proteasas comprenden al menos la serina proteasa
Subtilisina de B. licheniformis y papaina; en donde preferentemente el Fel d 1 esta presente en la superficie inanimada
y la formulacion se aplica a la superficie inanimada.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde el Fel d 1 esta en el aire y la formulacién se pone en contacto con el aire.

27



ES 2759 066 T3

g

28



ES 2759 066 T3

i 6aN 1130
¢ sod 11D
¢ sod |19
| Z sod 11D
g | sod |12
i pajeINg
L . |\ xewAyD
i xewhuyo
i esejouusy)
B 0-sA7 Joudopuz
{8 N-dsy joudopug
H m.:_.mn_.._wo_._.._._.q._.u-u.
1] euisdiayl
I 168 xsj0id
Fep dd1S X8loid
1§ d-406 xejoid

@ 0 xeloid
] 19z xe10ud

{151 xeloid

H w1 xa100d

18 xeja1d
12 xela1d

19 x°j0ld
M eseulajoid

ﬁ euisdagd

N oseuines

esepoA]

| osejeoly
i§ euisdadioonpy

2|1314|5(617|8]9|10{11{12|13|14[15|16|17[18|19{20|21]|22|23|24|25|26(27|28|29|30(31|32|33]34|35|36

% “ e eulsijowa ]
o R
W w [§ euioly
£ £
E E eulejawolg
[= =] s
N ™
Ba eujeded
O-nio Joidopuz
M o [+ +] [{~] - (3] o

Fig. 2

29



Vitalidad celular restante [%]

160

140

120

100 +

80

ES 2759 066 T3

iisalfé;hodami-r;e B
o WST-1

60 1 |

2
QQ & @ % & o
& & & & A
& L <€ & & &
N R N
< & @
& &
&
@(‘

30



Conc. de Fel d 1 residual (%)

ES 2759 066 T3

130

120 - Conc. de isopropanol.:

110 A 000% ®|25% ®50% ®W75% ®W100% MW125%
100 I

Fig. 5

31



Conc. de Fel d 1 residual (%)

ES 2759 066 T3

100

—4—Papaina
—3— Protex 6L
80 —a&— Protex 50FP

90 -

70 {1 | =¥—Bromelaina
—@—Ficina

—¢-Endoproteinasa Asp-N

10% 15% 20% 25% 30%

Conc. de Tween 20

Fig. 6

32



Feld 1 [ng/ml]

ES 2759 066 T3

13
12
11 4
W 125 ug/ml de Feld 1
10 B 12,5 ug/ml de Fel d 1
B 1,25 ugiml de Fel d 1
9 4 e
s -
7 .
6 -
54
4 4
3 -
2 1 1l
11 ;
0 i fl &) F i i
7140ug/ml | 714ugiml | 7lugiml | oo oo | 7140ugiml | 714ug/ml | 71ug/mi sin leche
de leche de leche de leche de leche de leche de leche
desnatada desnatada
desnatada desnatada ! desnatada desnatada | desnatada | desnatada
sin cisteina cisteina 40 mM
Fig. 7
18
| [aomin
164 [@1h
H20h
14 |
12 1
£
10 4
2
o
= 8
s
6
4 B
2
o , , [

Protex 6L [lg/mi]

Fig. 8

33

950

9500




ES 2759 066 T3

Condiciones

Condiciones

extremas

normales

Protex 6L

| uw 09

Condiciones

Condiciones

extremas

normales

Papaina

160

150 -

140 -

130 -

120 -

T T T T T T
o o O O O O O
- O O 0 M~ O v
[

(%) 1enpisai1 | p |24 ap "ou0d

T
Q
=+

T T
Q o
o o

Fig. 9

34



ES 2759 066 T3

[B] Condiciones normales
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