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DESCRIPCION
Métodos de uso de IgA secretora
CAMPO DE LA DESCRIPCION

La presente descripcion esta relacionada con los métodos de uso de la IgA secretora para tratar ciertas condiciones
inflamatorias en humanos y animales, particularmente la dermatitis, incluyendo dermatitis atopica y ulcerosa.

ANTECEDENTES

Dermatitis es un término general que describe una inflamacion de la piel. La dermatitis atdpica, por ejemplo, es un
trastorno inflamatorio pruritico de la piel que afecta a nifios y adultos humanos, asi como a animales. Se cree que en
la dermatitis atépica, la exposicién a irritantes y alérgenos involucra tanto las vias inmunolégicas como inflamatorias,
dando como resultado lesiones cutaneas y prurito. En los seres humanos, la dermatitis atépica a veces se llama
eccema atdpico. La dermatitis atopica en los lactantes, también llamada eccema del lactante, causa un aumento en la
tendencia a desarrollar asma y reaccion alérgica mas adelante en la vida, una progresion llamada la marcha atépica.
El tratamiento temprano y eficaz de la dermatitis atopica en los lactantes podria dar lugar a una reduccion de los
problemas mas adelante en la vida.

En los perros, la dermatitis atopica también se presenta como prurito, donde se observa que el perro se rasca, se
mastica, se frota o se lame la cara y las patas. Los parches calientes en los perros, también conocidos como dermatitis
himeda, son puntos localizados de inflamacion de la piel que son una fuente de gran agitacion para los perros,
haciendo que el perro se fije en el sitio que pica, molestandolo constantemente hasta que se desarrolla una herida. A
menudo, los parches calientes se infectan y requieren tratamiento con antibiéticos. Al igual que los perros, los gatos
también pueden sufrir de dermatitis atépica y parches calientes.

La dermatitis ulcerosa (DU) es una forma grave de dermatitis atopica caracterizada por lesiones cutaneas ulcerosas.
Se ha observado que la DU es un problema en ratones de laboratorio, en particular en ratones con fondo C57BL/6
(B6), lo que lleva a la eutanasia de los animales afectados debido al agrandamiento de la Ulcera estable y/o a un
autotraumatismo extremo en las zonas afectadas. Dado el costo de producir cepas especializadas de ratones de
laboratorio, la eutanasia de un solo animal de laboratorio debido a la DU es un resultado inaceptable.

EP 2138186 describe el uso de SIgA y probidticos para tratar o prevenir la inflamacion.
Se necesitan nuevos tratamientos para los trastornos inflamatorios crénicos, como la dermatitis.
BREVE RESUMEN

En un aspecto la invencién proporciona una composicion de IgA secretora formulada para la administracion oral que
comprende una cantidad antiinflamatoria de IgA secretora para el uso en un método para prevenir y/o tratar la
inflamacioén en una estructura superficial de barrera en un individuo que lo necesita, comprendiendo dicho método la
administracion oral de la composicion al individuo, en donde la IgA secretora es aislada del liquido luminal intestinal o
de la mucosa intestinal de un animal, preferentemente un animal que ha sido expuesto a una variedad de antigenos,
o del liquido luminal intestinal o de la mucosa intestinal de un cerdo, una oveja, un pollo, un pavo o una vaca, y en
donde la inflamacién en una estructura superficial de barrera es dermatitis.

También se describe un método para prevenir y/o tratar la inflamacién en una estructura superficial de barrera en un
individuo que lo necesita que comprende la administracion por via oral al individuo de una cantidad antiinflamatoria de
IgA secretora.

También se describe un método de prevencion y/o tratamiento de la dermatitis ulcerosa en un ratén de laboratorio con
fondo C57BL/6 que comprende administrar oralmente al ratéon de laboratorio con fondo C57BL/6 una cantidad
antiinflamatoria de IgA secretora.

También se describe un aditivo alimentario para perros o gatos que comprende un excipiente e IgA secretora.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra la especificidad de anticuerpos de huevo anti-IgA de ratdn creados utilizando un anticuerpo de
huevo anti-lgA de ratén conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP, por sus siglas en inglés) en un ELISA. Se
adhirio IgA de raton a placas que luego se analizaron utilizando uno de los tres tratamientos siguientes: 1) anticuerpo
de huevo anti-lgA de ratén conjugado con HRP solamente (HRP; linea de puntos), 2) anticuerpo de huevo anti-IgA de
ratéon conjugado con HRP mas anticuerpo de huevo anti-IgA de ratéon sin marcar (HRP con competencia; linea
continua), y 3) anticuerpo de huevo anti-IgA de ratdén conjugado con HRP mas anticuerpo de huevo no especifico de
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control sin marcar (HRP con anticuerpo control; linea discontinua). Los resultados demuestran que el anticuerpo de
huevo es especifico para el sustrato de IgA murina porque se une al sustrato y la unién compite con un anticuerpo de
huevo anti-IgA murina sin marcar, pero no con un anticuerpo de huevo no especifico de control.

La Figura 2 muestra la IgA secretora luminal de base en control y ratones SCD17 cuantificados utilizando un ELISA
que involucra los anticuerpos de huevo anti-IgA de ratén descritos en la Figura 1. Hay un aumento estadisticamente
significativo en la cantidad de IgA luminal en los ratones SCD1.... * P<0,07.

La Figura 3 muestra las puntuaciones de dermatitis ulcerosa (DU) para ratones SCD"- alimentados con una dieta
semipurificada basada en caseina suplementada con mucosa intestinal porcina cruda que contiene SIgA. Los numeros
reportados son un promedio de la puntuacion de DU total semanal/numero de dias/ nimero de animales. Hay una
disminucion significativa en las puntuaciones de DU de la semana uno a la semana seis en los ratones que consumen
mucosa intestinal porcina cruda. * = P<0,05.

La Figura 4 muestra los datos de rascado para los animales control y para ratones SCD alimentados con una dieta
semipurificada basada en caseina suplementada con mucosa intestinal porcina cruda. Los datos presentados son un
promedio del nimero total semanal de rasgufios/el niumero de dias/ el numero de animales. No hay diferencia
significativa entre el control o la mucosa intestinal porcina cruda.

La Figura 5 muestra las puntuaciones de DU para ratones SCD alimentados con una dieta semipurificada basada en
caseina suplementada con IgA secretora porcina purificada. Los nuimeros reportados son un promedio de la
puntuacién de DU total semanal/nimero de dias/ niumero de animales. Hay una disminucion significativa en la
puntuacién de DU con los ratones que consumen SIgA porcina purificada. * = P<0,001.

La Figura 6 muestra los datos de rascado para los animales control y para ratones SCD™- alimentados con una dieta
semipurificada basada en caseina suplementada con IgA secretora porcina purificada. Hay una disminucion
significativa en el rascado con los ratones que consumen IgA secretora porcina purificada. * = P<0,03

Las caracteristicas descritas anteriormente y otras seran apreciadas y entendidas por los expertos en la técnica a
partir de la siguiente descripcion detallada, los dibujos, y las reivindicaciones adjuntas.

DESCRIPCION DETALLADA

La IgA secretora (SIgA) es una inmunoglobulina con diversas actividades de union a antigenos. Cuando SIgA es
liberada de la mucosa intestinal al entorno externo, forma complejos inmunes con patégenos y flora intestinal
comensal, antigenos alimentarios y alérgenos, evitando asi su union a la mucosa intestinal y que penetren en la misma.
SIgA actiia como una molécula antiinflamatoria al bloquear las interacciones célula-antigeno inmunitarias. De hecho,
la deficiencia de SIgA es la inmunodeficiencia humana mas comun. Las manifestaciones clinicas reportadas de
deficiencia de SIgA en humanos incluyen infecciones respiratorias, trastornos gastrointestinales y trastornos alérgicos
incluyendo dermatitis atdpica.

Aunque ha habido alguna sugerencia de que el aumento de SIgA podria ser util clinicamente, los resultados hasta
ahora no han sido concluyentes. Por ejemplo, si bien los niveles endégenos de SIgA se han correlacionado con la
disminucion de los trastornos alérgicos, también se correlacionaron otros biomarcadores, lo que confunde los
resultados. Ademas, en un estudio de administracion de probidticos en nifios, se midié el aumento de IgA plasmética,
sin embargo, no hubo ninglin efecto sobre el asma y la alergia. A pesar de la sugerencia de que SIgA podria tener
alguna relacién con la alergia, no ha habido ningun estudio empirico que demuestre que la concentracién de SIgA
endogena en el tracto intestinal esté relacionada con trastornos de la piel. Antes de la presente invencion, no se sabia
si SIgA administrada por via oral podria ser utilizada para tratar trastornos crénicos de la piel tal como la dermatitis
ulcerosa. Con respecto a la dermatitis, se desconocia particularmente si la SIgA administrada por via oral, situada en
el lumen del intestino, se uniria eficazmente a antigenos microbianos y/o alimentarios relacionados con la dermatitis,
previniendo su filtracion a la circulacion y la interaccion con las células inmunitarias en la piel. Inesperadamente, los
inventores han demostrado en la presente invencion que puede utilizarse SIgA administrada por via oral para prevenir
y revertir la dermatitis ulcerosa asi como otras afecciones inflamatorias.

Especificamente, se utilizé6 un modelo de ratén para la induccion de la dermatitis que conduce a la dermatitis ulcerosa
para estudiar los efectos de la IgA secretora sobre la dermatitis. En este modelo, ratones mutantes (knock-out) global
de la estearoil-CoA-desaturasa (SCD...) sometidos a una dieta a base de caseina semipurificada desarrollan casi un
100% de dermatitis. En un estudio, los inventores descubrieron que la alimentacion con SIgA porcina purificada
extraida del contenido intestinal de cerdos o una preparacién de mucosa deshidratada que contenia SIgA a ratones
SCD.- sometidos a una dieta que induce dermatitis dio como resultado una reduccion en el desarrollo de dermatitis
ulcerosa. La reduccion de la dermatitis ulcerosa fue dependiente de la dosis. Si bien el 100% de los ratones control
desarrollaron dermatitis, s6lo el 50% de los ratones alimentados con 0,33 gramos y el 14% de los ratones alimentados
con 1 gramo de la dieta de SIgA/Kg desarrollaron dermatitis.

En un estudio adicional, ratones que ya habian desarrollado dermatitis ulcerosa (una afecciéon que a menudo hace
que sea necesaria la eutanasia de los ratones afectados) fueron alimentados con 1 gramo de SIgA (o mucosa que
contiene SIgA, con la misma capacidad de unién a LPS que 1 gramo de SIgA pura). Los sintomas de la dermatitis
ulcerosa se redujeron o eliminaron dramaticamente en los cuatro ratones tratados que tenian dermatitis ulcerosa.
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Como se utiliza en la presente invencion, las “estructuras superficiales de barrera” en un individuo son aquellas células,
secreciones y matrices que impiden la translocacién de antigenos ambientales a procesos sistémicos. Las estructuras
superficiales de barrera se encuentran en el ojo, oido, piel, intestino, vias respiratorias, tracto reproductivo y tracto
urinario. SIgA es una inmunoglobulina antiinflamatoria secretada desde estas estructuras de barrera a la superficie del
entorno o al medio asociado (por ejemplo, contenido de lumen intestinal y orina). Las investigaciones muestran que la
disfuncion en una estructura superficial de barrera puede inducir inflamacién en otra debido a la translocacion de
antigenos y/o interaccién inmunitaria en otra estructura superficial de barrera.

En un aspecto de la invencién, se proporciona una composicion de IgA secretora formulada para la administracion oral
que comprende una cantidad antiinflamatoria de IgA secretora para el uso en un método para prevenir y/o tratar la
inflamacioén en una estructura superficial de barrera en un individuo que lo necesita, comprendiendo dicho método la
administracion oral de la composicion al individuo, en donde la IgA secretora es aislada del liquido luminal intestinal o
de la mucosa intestinal de un animal, preferentemente un animal que ha sido expuesto a una variedad de antigenos,
o del liquido luminal intestinal o de la mucosa intestinal de un cerdo, una oveja, un pollo, un pavo o una vaca, y en
donde la inflamacién en una estructura superficial de barrera es dermatitis.

También se describe un método para prevenir y/o tratar la inflamacién en una estructura superficial de barrera en un
individuo que lo necesita, que comprende la administracion por via oral al individuo de una cantidad antiinflamatoria
de IgA secretora. La SIgA puede administrarse directamente a la estructura superficial de la barrera intestinal,
protegiendo asi la estructura superficial de la barrera intestinal u otra estructura superficial de barrera (por ejemplo, la
piel). La IgA secretora se puede administrar oralmente como una composicién farmacéutica o como una composicion
alimenticia.

Como se utiliza en la presente invencion, el término individuo incluye a seres humanos y animales, incluyendo
mamiferos no humanos y especies no mamiferas. Los mamiferos no humanos que pueden mencionarse a modo de
ejemplo incluyen perros, gatos, ratones y ratas, incluyendo animales de laboratorio, primates no humanos, cerdos,
ovejas, ganado, y caballos. Las especies no mamiferas que pueden mencionarse a modo de ejemplo incluyen pollos,
pavos y patos que tienen dermatitis, asi como anfibios y peces con enfermedad cutanea ulcerosa.

Como se utiliza en la presente invencién, la expresion cantidad antiinflamatoria significa una cantidad de SIgA
administrada oralmente que puede prevenir y/o reducir la inflamacién de una estructura superficial de barrera en la
especie objetivo. La expresion prevenir la inflamacién significa reducir la incidencia de al menos un sintoma de un
trastorno inflamatorio caracterizado por la inflamacién de una estructura superficial de barrera en un individuo en riesgo
de desarrollar el trastorno inflamatorio, es decir, un individuo que no evidencia todos los sintomas del trastorno
inflamatorio en el momento de la administracion de SIgA. Por ejemplo, un individuo puede presentar rasgufios sin mas
evidencia de trastornos inflamatorios. Tras el tratamiento con SIgA, el individuo mostrara alivio de la peor evidencia
de prurito (picor) y se evitarian las peores consecuencias, como el autotraumatismo y la dermatitis ulcerosa. En un
aspecto, un animal con riesgo de desarrollar un trastorno inflamatorio caracterizado por la inflamacién de una
estructura superficial de barrera junto con prurito es un ratén de laboratorio con fondo C57BL/6, o un perro o gato que
es propenso a desarrollar parches calientes. Debido a que se sabe que los ratones de laboratorio con fondo C57BL/6
y los perros/gatos propensos a los parches calientes son extremadamente susceptibles a la inflamacién de la superficie
de barrera, el tratamiento de tales animales en ausencia de signos visibles de inflamacion puede estar justificado para
prevenir futuros brotes inflamatorios. El término "tratar" o "reducir" la inflamacién significa una reduccion visible y/o
mensurable en al menos un sintoma del trastorno inflamatorio caracterizado por la inflamacién de una estructura
superficial de barrera. Por ejemplo, para un individuo con dermatitis ulcerosa, una reduccién en los sintomas significa
una disminucién de la gravedad y/o frecuencia de las lesiones ulcerosas y/o prurito.

Las cantidades antiinflamatorias de IgA secretora pueden ser determinadas por una persona con conocimientos
normales de la técnica. Los ejemplos de las cantidades son de 0,01 a 25 g/kg de alimento, especificamente de 1 a 10
g/kg de alimento o de 1 a 1000 mg/kg de peso corporal.

Los trastornos inflamatorios son afecciones que involucran inflamacién que puede afectar muchas estructuras
superficiales de barrera del cuerpo. Los trastornos inflamatorios caracterizados por la inflamacién de una estructura
superficial de barrera incluyen dermatitis; trastornos caracterizados por inflamacion gastrointestinal tales como
enfermedad inflamatoria intestinal, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn; y gastroenteritis linfocitica o eosindfila;
trastornos inflamatorios oculares; y trastornos inflamatorios de las vias respiratorias como el asma y la alergia.

La dermatitis, una inflamacién de la piel, mientras que la dermatitis crénica es dermatitis persistente con sintomas que
generalmente duran semanas, meses o0 afios. La dermatitis cronica incluye dermatitis atdpica (también llamada
eccema atopico), dermatitis actinica cronica, dermatitis ulcerosa, dermatitis alérgica por contacto, dermatitis irritante
por contacto, y psoriasis. En un aspecto, el individuo con dermatitis sufre de lesiones cutaneas resistentes a la
cicatrizacion.

La dermatitis atdpica es un trastorno cutaneo inflamatorio pruritico que afecta a nifios y adultos humanos, asi como a
animales. La dermatitis atépica conduce al rascado, enrojecimiento, piel escamosa, protuberancias elevadas,
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erupciones cutaneas, y lesiones abiertas. En los seres humanos, la dermatitis atdpica a menudo aparece en los brazos,
las manos, los pies, la parte superior del pecho y detras de las rodillas, aunque puede aparecer en otros lugares. La
dermatitis atopica en los seres humanos a menudo aparece en la infancia y persiste durante la edad adulta. Un
problema grave en pacientes con dermatitis atopica es que rascarse la erupcién puede conducir a la ruptura de la
barrera cutanea, permitiendo infecciones bacterianas tal como Staphylococcus aureus. Los tratamientos para la
dermatitis atépica incluyen esteroides topicos, inmunosupresores topicos (por ejemplo, tacrolimus y compuestos
similares), antihistaminicos y antibidticos para tratar infecciones.

El eccema del lactante es un tipo de dermatitis atdpica que se presenta en los lactantes. En algunos casos, el eccema
del lactante continda durante la infancia, la adolescencia y la edad adulta. EI eccema del lactante se caracteriza
generalmente por una erupcién seca con picazén en la cara y el cuero cabelludo. Los nifios con eccema del lactante
tienen una alta sensibilidad a la picazén y tienen un mayor riesgo de desarrollar otras afecciones inflamatorias tales
como asma y alergias.

La dermatitis atépica también es problematica en animales, particularmente perros y gatos. La dermatitis atdpica
generalmente comienza en los perros a partir de los 1-3 afios de edad y, aunque prevalece en ciertas razas, puede
afectar a cualquier raza de perros y perros de raza mixta. Se estima que la dermatitis atopica afecta al 10% de los
perros. El trastorno se evidencia por picazoén, lamido y frotamiento facial, incluyendo lamido de las patas. Los "parches
calientes" son areas localizadas de lesiones cutaneas rojas, himedas, calientes e irritadas. Clinicamente, las lesiones
parecen ser el resultado de un autotraumatismo. El autotraumatismo extremo en el lugar afectado puede conducir a
infecciones de la piel, requiriendo tratamiento con antibidticos. El tratamiento estandar actual para los parches
calientes es la prednisona oral, sin embargo, muchos perros son intolerantes a la prednisona. Ademas, el tratamiento
con prednisona en perros puede llevar a sed excesiva, miccion excesiva, diarrea y fluctuaciones de peso. En una
forma de realizacion, el individuo es un perro con intolerancia a la prednisona o un perro para el cual la prednisona
esta contraindicada debido a sus efectos secundarios. En otro aspecto, el perro es coadministrado con una medicacion
que es incompatible con la administracion de esteroides. Por ejemplo, los medicamentos corticosteroides como la
prednisona no se pueden administrar conjuntamente con medicamentos antiinflamatorios no esteroides (AINE) como
el carprofeno o el meloxicam porque los corticosteroides aumentan enormemente el riesgo de hemorragia
gastrointestinal debido a los AINE.

La dermatitis actinica cronica, conocida como dermatitis de fotosensibilidad o sindrome reticuloide actinico (PD/AR),
es una afeccién en la que la piel se inflama, particularmente en areas que han estado expuestas a la luz solar o a la
luz artificial. La dermatitis actinica crénica se encuentra generalmente en hombres mayores de 50 afios, pero también
pueden verse afectadas las mujeres y los individuos mas jovenes. El diagnéstico de la dermatitis actinica crénica
puede ser dificil porque las longitudes de onda de la luz involucrada no causan quemaduras solares, por lo que los
individuos pueden tener problemas en los dias nublados y a través de la ropa y las ventanas. Los tratamientos tépicos
como los esteroides topicos son los tratamientos actuales para este trastorno.

La dermatitis ulcerosa es una forma grave de dermatitis atépica caracterizada por lesiones cutaneas ulcerosas. Se ha
observado que la DU es un problema en ratones de laboratorio, en particular en ratones con fondo C57BL/6 (B6), lo
que puede derivar en la eutanasia de los animales afectados, debido al agrandamiento de la Ulcera estable o a un
auto-traumatismo extremo en las zonas afectadas. En un aspecto, el individuo es un ratén de laboratorio con un fondo
C57BL/6. En otros aspectos, el individuo es un gato con dermatitis ulcerosa felina, un pavo con dermatitis ulcerosa
focal, un pollo con dermatitis gangrenosa, un cerdo con dermatitis ulcerosa porcina, dermatitis ulcerosa en reptiles, y
peces y ranas como las ranas Xenopus.

Tanto la dermatitis alérgica como la irritante por contacto son afecciones en las que la piel se enrojece, duele, pica y/o
se inflama después del contacto con una sustancia. La dermatitis alérgica por contacto se produce cuando la piel entra
en contacto con una sustancia a la que el individuo se ha vuelto especialmente sensible. Los alérgenos que pueden
mencionarse a modo de ejemplo, incluyen telas o ropa, adhesivos, niquel u otros metales, plantas venenosas y latex.
La dermatitis por contacto irritante generalmente es causada por el contacto con jabones y detergentes, jabones y
suavizantes de ropa, disolventes y otros productos quimicos. La dermatitis por contacto irritante puede parecer una
quemadura.

Los trastornos inflamatorios caracterizados por la inflamacioén de una estructura de la superficie de barrera pueden
caracterizarse adicionalmente por la inflamacién gastrointestinal cronica tal como la enfermedad inflamatoria intestinal,
colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn. La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) es un término general para la
inflamacion crénica de todo o parte del tracto digestivo. La colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn son las formas
mas comunes de Ell en los seres humanos. La Ell también se encuentra en animales domésticos tales como perros
y gatos, y animales de granja (por ejemplo, ganado, ovejas, pollos, pavos, patos, especies de peces y caballos), y se
caracteriza generalmente por diarrea y/o vomitos.

La colitis ulcerosa es la inflamacion crénica del colon, incluyendo enterocolitis necrotizante en recién nacidos. Las
Ulceras se forman donde la inflamacion ha matado las células que recubren el colon. La colitis ulcerosa puede
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presentarse en nifios, pero generalmente comienza entre los 15 y 30 afios de edad. Los sintomas mas comunes son
dolor abdominal y diarrea sanguinolenta. Se desconoce la causa de la colitis ulcerosa.

La enfermedad de Crohn es una enfermedad inflamatoria intestinal que causa inflamacion del revestimiento del tubo
digestivo, lo que provoca dolor abdominal, diarrea grave y, en casos extremos, desnutricion. La inflamacién puede
penetrar profundamente en el tejido. No existe una cura conocida para la enfermedad de Crohn, y se trata comunmente
con antiinflamatorios y supresores del sistema inmunitario, por ejemplo.

Se ha demostrado en ratones SCD” que puede utilizarse SIgA administrada por via oral para tratar el prurito
subyacente, previniendo la aparicion de dermatitis ulcerosa. Otras poblaciones donde esta indicada la prevencion de
trastornos inflamatorios son los individuos con deficiencia de IgA sérica y los individuos con alergias, especialmente
los seres humanos con alergias al gluten, también llamadas sensibilidad al gluten. La deficiencia selectiva de IgA es
la mas comun de las inmunodeficiencias primarias. Se define como la ausencia total o deficiencia severa de IgA. Los
niveles séricos en la sangre para personas con deficiencia de IgA suelen ser de 7 mg/dl o menos, mientras que la IgA
sérica en adultos normales se encuentra entre 90 y 450 mg/dl. El trastorno se llama "selectivo" porque otras
inmunoglobulinas séricas, tales como IgM e 1gG, estan presentes en niveles normales o incluso elevados. Las
infecciones recurrentes, las alergias tales como el asma y las alergias alimentarias, y las enfermedades
autoinmunitarias son comunes en individuos con deficiencia selectiva de IgA en suero. Los seres humanos con una
enfermedad autoinmunitaria son otra poblacion para la cual se espera que SIgA administrada oralmente sea
beneficiosa.

La SIgA utilizada en los métodos descritos en la presente invencion puede ser SIgA aislada y/o pura. La SIgA puede
aislarse de seres humanos o animales que han estado expuestos a diversos antigenos. La SIgA aislada o pura puede
ser aislada o purificada del liquido luminal intestinal o de la mucosa intestinal de un cerdo o una vaca, oveja, pollo,
pavo, caballo, o un humano (por ejemplo, de un cadaver humano o del contenido intestinal de un donante humano
vivo).

Como se utiliza en la presente invencion, el liquido luminal intestinal es el liquido que se encuentra dentro del lumen
intestinal de un animal. El lumen es la cavidad interior del intestino por donde pasan los alimentos digeridos y se
absorben los nutrientes. La composicion del liquido luminal intestinal varia segun la dieta, el estado de
alimentacién/ayuno y el estado de enfermedad del organismo. El liquido luminal intestinal contiene, por ejemplo,
lipidos; proteinas incluyendo SIgA; bacterias; iones tales como sodio, potasio y calcio; y materiales soélidos no
digeridos. La SIgA puede ser purificada hasta una pureza de aproximadamente el 98% del liquido luminal intestinal.

También como se utiliza en la presente invencion, la mucosa intestinal se refiere a la pared interior (revestimiento
luminal) del intestino. El intestino incluye una pared exterior llamada serosa, capas musculares medias y un interior
llamado mucosa.

Como se utiliza en la presente invencién, el término proteina "aislada" incluye moléculas de proteina que estan
separadas de al menos una fraccion de las otras moléculas proteicas o no proteicas presentes en la fuente natural de
la proteina. Una proteina aislada esta libre de una cantidad sustancial del material celular u otros polipéptidos
contaminantes de la fuente de células, tejidos o fluidos corporales de los que se deriva la proteina. La SIgA aislada
puede tener una concentracion de SIgA dos veces la concentracion en el material de origen, es decir, dos veces la
concentracion de SIgA en la mucosa intestinal de origen o en el liquido luminal. En otras formas de realizacion, la SIgA
aislada tiene una concentracion tres, cuatro, cinco, diez 0 mas veces superior a la concentracion en la mucosa
intestinal de origen.

En una forma de realizacion, la IgA secretora de uso en la invencion es aislada de una fuente que es mucosa intestinal
de un cerdo o de una vaca, en donde la concentracion de IgA secretora en la IgA secretora aislada es al menos dos
veces la concentracidon en el material de origen, en donde el material de origen es la mucosa intestinal seca, una
preparacion acuosa de la mucosa intestinal, o una preparaciéon seca de proteinas preparadas a partir de la mucosa
intestinal.

En una forma de realizacion, una preparacion de SIgA aislada de uso en la invencién es una preparacion seca obtenida
de la mucosa intestinal, en donde 5% o mas del material proteindceo en la SIgA aislada comprende IgA. Sin estar
sujetos a la teoria, se cree que hay 5-10 g de SIgA por cada 100 g de proteina de la mucosa. En otras formas de
realizacién, mas del 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 0 95% del material proteinaceo en la SIgA aislada de uso en la
invencién comprende IgA.

El término pura con referencia a SIgA significa que la SIgA es aislada y que los componentes de SIgA (IgA y
componentes secretores) comprenden mas del 75%, especificamente mas del 85% y mas especificamente mas del
95% de la proteina en la muestra. La SIgA pura se puede preparar a partir de la mucosa intestinal o del liquido luminal
intestinal.
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En una forma de realizacion, la preparacion de SIgA pura de uso en la invencion es pasteurizada. La pasteurizacion
consiste en un proceso de calentamiento de un liquido hasta una temperatura especifica durante un periodo de tiempo
definido y luego la refrigeracion del liquido de forma sustancial e inmediata. El objetivo de la pasteurizacion es reducir
el numero de patégenos viables en un liquido. Los ejemplos de las condiciones para la pasteurizacion son 50-100°C
durante 5-30 segundos o 120-150°C durante 1-8 segundos, para una pasteurizacion estable en almacenamiento.
Como se muestra en la presente invencion, la pasteurizacion de la SIgA aislada de la mucosa intestinal de cerdo
puede ser importante en el uso de los preparados de SIgA para aumentar la eficiencia del alimento en pollitos. En una
forma de realizacion, la composicioén de SIgA pura de uso en la invencion tiene actividad de unién a lipopolisacarido
(LPS) de IgA secretora. Un ELISA indirecto puede demostrar la actividad de unién a LPS. En un ELISA indirecto, el
LPS se recubre en una placa de microtitulacion. Se agrega ya sea SIgA intestinal o IgA sérica (un control) en varias
diluciones al LPS unido en la placa de microtitulacion. Después de retirar la SIgA no unida mediante lavado, se detecta
la cantidad de SIgA que se une al LPS unido a la placa mediante un anticuerpo anti-IgA conjugado con una enzima
como peroxidasa de rabano picante mas sustrato.

En una forma de realizacion, la SIgA pura, pasteurizada de uso en la invencion esta en forma de una composicion
farmacéutica que comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un ejemplo de proceso para purificar una composicion de SIgA comprende el tratamiento del liquido luminal intestinal
de un cerdo o vaca con polietilenglicol con un peso molecular de 3000 a 30.000, y el aislamiento de la SIgA precipitada.
En este ejemplo, la SIgA es enriquecida al menos dos veces en comparacion con la concentracion de SIgA en el
liquido luminal intestinal. En otro ejemplo, el método comprende ademas la resuspension de la SIgA precipitada en
una solucién de polietilenglicol con un peso molecular de 3000 a 30.000 para producir SIgA re-precipitada, y el
aislamiento de la SIgA re-precipitada. La resuspension y la precipitacion se pueden repetir hasta que se produzca una
composicion de SIgA pura como se describe en la presente invencion.

En un ejemplo, la composicion de SIgA precipitada se pasteuriza como se describe anteriormente.

La SIgA pura precipitada puede ser sometida a tratamientos adicionales/etapas de purificacién, tales como
esterilizacion por filtracion, precipitaciones usando etanol helado (inferior a 0°C para disolver el PEG y dejar sélo la
proteina pura), desalado. Otros procedimientos de purificacion tales como las precipitaciones con sulfato de sodio y
gamma carragenina y cromatografia de exclusion por tamario.

En una forma de realizacion, la SIgA pura o aislada de uso en la invencién es preparada de la mucosa intestinal de un
cerdo o una vaca. Un ejemplo de proceso para la preparacion de dicha SIgA pura o aislada incluye la lisis de la mucosa
intestinal, la eliminacién de residuos mediante centrifugacion, por ejemplo, y luego las proteinas en el sobrenadante
son precipitadas secuencialmente usando diversas concentraciones de polietilenglicol (3,5-15% p/v) con un peso
molecular de 3000 a 30.000, de manera que la SIgA sera aislada de otras proteinas en la preparacion de la mucosa.

Si bien la mucosa intestinal de cerdo ha sido utilizada anteriormente como fuente de aminoacidos en los alimentos
para animales, se hidrolizé la mucosa intestinal para reducir las proteinas constituyentes a aminoacidos o se estabilizd
para reducir el crecimiento microbiano. Al reducir la proteina a aminoacidos o incluso a péptidos pequefios se destruye
la bioactividad de SIgA en la mucosa. La estabilizacion de la mucosa mediante agentes desnaturalizantes como acido
(por ejemplo, acido clorhidrico o acido fosférico) o bisulfito sédico puede desnaturalizar la bioactividad de SIgA. La
mucosa intestinal de cerdo, pollo, pavo, oveja o vaca, seca, sin hidrolizar y sin estabilizar, es una fuente util de SIgA
funcional. Como se utiliza en la presente invencion, la expresion "sin hidrolizar" significa que una preparacién no ha
sido tratada con enzimas, calor (superior a 90°C) o productos quimicos en condiciones que se espera que reduzcan
las proteinas constituyentes a aminoacidos. Como se utiliza en la presente invencion, la expresién "sin estabilizar"
significa que no se han utilizado aditivos quimicos, en concentraciones que inhiben la bioactividad de SIgA, para inhibir
el crecimiento microbiano.

La mucosa intestinal seca puede ser liofilizada, secada en tambor o secada por pulverizacion.

En una forma de realizacién, la composicion de SIgA de uso en la invencidon es una composicién alimenticia. Por
ejemplo, se espera que una concentracion de SIgA superior a 0,1 mg/Kg de alimento animal o humano basal produzca
resultados beneficiosos.

La expresién "composicion alimenticia basal" se refiere a una composicion alimenticia combinable con aditivos tales
como las composiciones de SIgA descritas en la presente invencion. Las composiciones alimenticias basales pueden
ser adecuadas para la ingestion por un humano o un animal. Los ejemplos de composiciones alimenticias adecuadas
para la ingestiéon por un humano incluyen una férmula nutricionalmente completa, un producto lacteo, una bebida
refrigerada o a temperatura ambiente, una sopa, un suplemento dietético como una vitamina, un sustituto de la comida,
una barra nutricional, dulces u otra composicién alimenticia.

La expresion "composicion alimenticia basal para animales" se refiere a un alimento para animales combinable con
aditivos tales como las composiciones de SIgA descritas en la presente invencion. Las composiciones alimenticias
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basales pueden incluir componentes tales como proteinas, granos, composiciones de sabor, vitaminas, minerales,
conservantes, y similares. En formas de realizacion especificas, la composicion alimenticia basal para animales es
para un animal aviar, porcino, bovino, ovino, cabra, pez, reptil, molusco, invertebrado, caballo, perro o gato.

En una forma de realizacién, la IgA secretora de uso en la invencién esta en forma de una composicién de IgA pura,
secretora opcionalmente pasteurizada aislada del liquido luminal intestinal de un cerdo. En una forma de realizacion
especifica, la composicion de IgA secretora pura, pasteurizada de uso en la invencion comprende mas de 0,1 mg/ Kg
de composicién alimenticia basal.

También se describe en la presente invencion una composicion alimenticia basal para animales tal como un perro o
un gato en donde la composicion alimenticia para animales incluye una cantidad antiinflamatoria de SIgA.

Se puede agregar la SIgA a una composicion alimenticia basal en forma de mucosa intestinal seca de un cerdo o una
vaca, en donde la mucosa intestinal seca no se hidroliza. En algunos casos, la concentracion es de 1 mg/Kg a 10
gramos/Kg de la mucosa intestinal seca a la composicién alimenticia basal para animales. En un caso especifico, la
composicion alimenticia basal es para un perro o un gato y en donde la composicién alimenticia para animales tiene
eficacia antiinflamatoria.

También se describe un aditivo alimentario para perros o gatos que comprende un excipiente e IgA secretora.

También se describen composiciones farmacéuticas que comprenden SIgA pura, pasteurizada y un excipiente
farmacéuticamente aceptable. Como se utiliza en la presente invencién, "composicién farmacéutica" significa
cantidades terapéuticamente eficaces del compuesto junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable, tales
como diluyentes, conservantes, solubilizantes, emulsionantes, y adyuvantes. Como se utiliza en la presente invencion,
los "excipientes farmacéuticamente aceptables” son bien conocidos por los expertos en la técnica.

La invencion es ilustrada adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
EJEMPLOS

Métodos

Modelo Murino para Dermatitis Ulcerosa

La dermatitis ulcerosa afecta a ratones de laboratorio con un fondo C57BL/6J (B6), causando escoriacion de la cara,
oidos o piel cervicotoracica dorsal, acompafiada de prurito. Ratones SCD1..., carentes de estearoil-Co-A desnaturasa-
1, tienen expresion reducida de genes que codifican enzimas utilizadas para sintetizar lipidos y expresién aumentada
de genes que codifican enzimas que oxidan &cidos grasos. Se ha demostrado (Krugner-Higby et al., Ulcerative
Dermatitis in C57BL/6 Mice lacking Stearoyl CoA Desaturase |, Comparative Medicine, 62, pp. 257-263 (2012)) que
los ratones SCD1..- alimentados con una dieta semipurificada basada en NIH AIN76A desarrollan ulceras cutaneas y
pueden ser utilizados como modelo de dermatitis ulcerosa. Las dietas semipurificadas son derivadas de componentes
de una sola fuente para que la fuente de lipidos, proteinas o carbohidratos pueda cambiarse variando un solo
componente.

La dieta basada en NIH AIN76A incluye aceite de maiz como fuente de lipidos, caseina como fuente de proteinas, y
sacarosa y almidén de maiz como principales fuentes de carbohidratos. La composicién de AIN76A es proporcionada
en la Tabla 1:

Tabla 1: Composicion de la dieta basada en NIH AIN76A

Componente a/kg
Caseina 200,0
DL-metionina 3,0
Sacarosa 499,99
Almidén de maiz 150,0
Aceite de maiz 50,0
Celulosa 50,0
Mezcla de minerales, AIN-76 | 35,0
Mezcla de vitaminas, AIN- 10,0
76A
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(continuacién)

Componente a/kg
Bitartrato de colina 2,0
Etoxiquina (antioxidante) 0,01

Los ratones de control son ratones de tipo salvaje con SCD funcional que, cuando se cambian a la dieta AIN, rara vez
desarrollan DU.

Como se inform6 en Krugner-Higby, todos los ratones SCD1.- con la dieta NIH AIN76A desarrollan lesiones cutaneas
espontaneamente dentro de las 4 semanas de inicio de la dieta NIH AIN76A, mientras que pocos o ningun ratén de
tipo salvaje alimentado con la dieta AIN desarrollan lesiones cutaneas. La dermatitis ulcerosa incluye ulceracion sobre
el cuello o el dorso, con formacién de costras, escaras o supuracion. Los ratones también tenian prurito, con
autotraumatismo y ocasional cojera.

Preparacion de mucosa intestinal porcina cruda

Se homogeniza la mucosa con hasta un 50% (del volumen total) de agua para diluir el material y favorecer la lisis
celular. Luego se puede filtrar la mucosa utilizando un filtro de 800um y/o se puede centrifugar a 4000 x g durante 10
minutos. Se homogeniza la mucosa utilizando un homogeneizador de lacteos estandar de dos etapas a una presion
final de 13789,51 kPa (2000 psi). Se pasteuriza la mucosa 71,1°C (160°F) durante 20 segundos. Se seca la mucosa
por pulverizacion a 13789,51 kPa (2000 psi) y 176,66°C (350°F) en un secador por pulverizacion estandar (4 pisos de
altura). Se prueba el material para determinar la actividad mediante ELISA(s) (descrito a continuacion).

Preparacion de IgA intestinal porcina purificada

Se recolectd liquido luminal de cerdos sacrificados comercialmente. Se combiné el liquido luminal con 3,5% de PEG
8000 p/v (polietilenglicol con un peso molecular de 6000-8000) y se centrifugd a 14.000 x g, 4°C durante 10 minutos.
Se recogio el liquido clarificado y se filtré a través de lana de vidrio para eliminar cualquier resto de grasas. Se combiné
el liquido clarificado con 8,5% de PEG 8000 p/v y se centrifugé a 14.000 x g, 4°C durante 10 minutos. Se vertid el
sobrenadante separandolo y se resuspendi6 el pellet dentro del tubo en 12% PEG 8000 p/v en agua desionizada. Se
centrifugé la mezcla a 14.000 x g, 4°C durante 10 minutos. Se vertié el sobrenadante separandolo y se congel6 el
pellet restante a -80°C y luego se liofilizo.

La pureza del pellet y la actividad de la mucosa se determinaron mediante ELISA. Brevemente, se recubrieron placas
de 96 pocillos con anticuerpo de cabra anti-IgA porcina (120uL) de Bethyl Laboratories (Montgomery TX) disuelto en
amortiguador de recubrimiento (1,59g de Na2COs, 2,93g de NaHCOs3, 0,2g de NaNs, pH 9,6, volumen total de 1000mL)
durante la noche para permitir la uniéon del anticuerpo a la placa Nunc Maxisorp® F (Thermo-Fisher Scientific,
Rochester NY). Se bloquearon las placas con amortiguador de bloqueo libre de proteina (Pierce, Rockford IL) durante
1 hora. Se lavaron las placas 3 veces con PBS-0,05% Tween (Fisher-Scientific, Pittsburgh PA). Se agregaron muestras
a la placa en diluciones de 10 veces de 1:10-1:1.000.000.000 durante 1 hora para determinar la cantidad de IgA
presente. Se proporcioné suero de referencia de cerdo como control. Se lavaron las placas 3 veces con PBS-0,05%
Tween. Se agregd anticuerpo secundario de cabra anti-IgA porcina (Bethyl Laboratories, Montgomery TX) en amortiguador
de bloqueo (5uL 2° anticuerpo: 12,5mL de amortiguador de bloqueo) durante 30 minutos. Se lavaron las placas 6
veces con amortiguador de lavado. Se agrego sustrato en amortiguador de sustrato (dietanolamina 97 mL, 100 mg de
MgClz, 0,2 g de NaNs, 800mL de ddH20, pH 9,8), se incubd durante 15 minutos, y se leyé a 450nm.

Pureza de IgA: El liquido luminal (liquido recogido del interior del tracto intestinal a través de una serie de rodillos que
expresan el contenido intestinal sin alterar el recubrimiento de la mucosa) demostré una pureza superior al 90%
después de la purificacion. Hubo entre 193 y 199 mg de IgA/200mg del producto total.

Se utilizé pasteurizacion para eliminar bacterias vivas de las preparaciones de IgA. Un pasteurizador de grado
comercial de la planta piloto de productos lacteos de la Universidad de Wisconsin-Madison calento el liquido luminal
que contenia IgA a 71,11°C (160°F) durante 20 segundos, y luego el material se enfrié rapidamente. Casi no hubo
pérdida en la cantidad de IgA ni disminucion en la actividad de unién a antigeno de la IgA después de la pasteurizacion.

Ejemplo 1: Desarrollo de una sIgA murina de captura con el fin de cuantificar sIgA de lumen intestinal de ratén:
Especificidad de los anticuerpos anti-IgA de ratén

Brevemente, la IgA murina fue adquirida en (Bethyl Laboratories, Montgomery TX) y se emulsion6 con el adyuvante
completo de Freund y se inyectd en gallinas ponedoras. Las gallinas tuvieron una semana para recuperarse de la
vacunacion. Se emulsiond la IgA murina comercial con el adyuvante incompleto de Freund y se inyecté en las mismas
gallinas ponedoras siete dias después. Las gallinas fueron monitoreadas para la produccién anti IgA murina. Una vez
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verificada la produccién con un ELISA, se purificaron anticuerpos de huevo anti-IgA murina utilizando el mismo
procedimiento de PEG que se utilizé para purificar SIgA porcina. Luego, se conjugaron los anticuerpos anti-lgA murina
con peroxidasa de rabano picante (HRP). Se combinaron 3 mg del anticuerpo anti-SIgA murina purificado con 3 mg de
HRP (Sigma®) y luego se agregaron 40 uL de glutaraldehido al 1% durante 3 horas. La reaccion se detuvo agregando
20 mg de glicina e incubando durante una hora a 21°C. Se dializé la mezcla durante la noche contra PBS (solucion
salina amortiguada con fosfato).

Se probé la especificidad de los anticuerpos anti-SIgA murina mediante un ELISA. Se disolvid la IgA murina en
amortiguador de recubrimiento (1,59 g de Na2COs, 2,93 g de NaHCOs, 0,2 g de NaNs, pH 9,6, volumen total de 1000
mL), y se pipeted en placas Nunc Maxisorp® F (Thermo-Fisher Scientific, Rochester NY) durante toda la noche para
permitir la fijacion de la IgA murina a las placas. Se bloquearon las placas con amortiguador de bloqueo libre de
proteina (Pierce, Rockford IL) durante 1 hora. Se lavaron las placas tres veces con PBS-0,05% Tween (Fisher-
Scientific, Pittsburgh PA). A continuacion, se analizaron las placas utilizando uno de los tres tratamientos siguientes:
1) anticuerpos de huevo anti-IgA murina marcados con HRP (HRP), 2) anticuerpos de huevo anti-lgA murina marcados
con HRP y sin marcar (HRP con competencia), y 3) anticuerpos de huevo control o no especificos y anticuerpos de
huevo anti-IgA murina marcados con HRP (HRP con anticuerpo control). Se agregaron los tres tratamientos de
anticuerpos a las placas en diluciones de 10 veces de 1:10-1:1.000.000.000 para determinar la cantidad de IgA murina
presente. Se incubaron las placas a 21°C durante 1 hora. Luego, se lavaron las placas tres veces con PBS-0,05%
Tween. Se lavaron las placas 6 veces con amortiguador de lavado. Se agregé HRP-sustrato (perdxido de hidrégeno)
en amortiguador de sustrato (dietanolamina 97 mL, 100 mg de MgClz, 0,2 g de NaNs, 800 ml de ddH20, pH 9,8), se
incubo durante 15 minutos, y se leyeron las placas a 450 nm. Como se muestra en la Figura 1, hubo significativamente
mas unién a IgA murina medida para el anticuerpo de huevo anti-lgA murina conjugada a HRP (grupo 1) y anticuerpo
de huevo anti-IgA murina conjugada a HRP mas grupos de anticuerpos control de huevo no especificos (grupo 3) que
con el anticuerpo de huevo anti-lgA murina conjugado a HRP y no conjugado (grupo 2). Este resultado demuestra que
el anticuerpo de huevo anti IgA murina se une al sustrato de IgA murina y puede ser superado por un anticuerpo de
huevo anti- IgA murina no marcado, pero no por un anticuerpo de huevo no especifico de control. El anticuerpo de
huevo anti-lgA murina que se ha fabricado es especifico para el sustrato de IgA murina y se puede utilizar en un ELISA
de captura para cuantificar slgA luminal de raton (véase el Ejemplo 2).

Ejemplo 2: IgA secretora luminal inicial en ratones control y SCD1-

Se examinaron ratones SCD1” y control C57BL/6 para determinar el contenido de IgA secretora de su liquido luminal.
En cada grupo, tres ratones fueron sacrificados mediante eutanasia y se extrajo el liquido luminal. Se utilizé un ELISA
de captura para detectar IgA murina en el liquido luminal extraido. Se disolvi6 un anticuerpo de huevo anti-IgA murina
sin marcar del Ejemplo 1 en amortiguador de recubrimiento (1,59 g de Na2COs, 2,93 g de NaHCOs3, 0,2 g de NaNs, pH
9,6, volumen total de 1000 mL) durante la noche para permitir la union del anticuerpo a la placa Nunc Maxisorp® F
(Thermo-Fisher Scientific, Rochester NY). Se bloquearon las placas con amortiguador de bloqueo libre de proteina
(Pierce, Rockford IL) durante 1 hora. Se lavaron las placas tres veces con PBS-0,05% Tween (Fisher-Scientific,
Pittsburgh PA). Se agregaron muestras de liquido luminal de seis ratones diferentes (3 SCD1.- y 3 control) a la placa
en diluciones de 10 veces de 1:10-1:1.000.000.000 para determinar la cantidad de IgA presente. Se incubaron las
placas a 21°C durante 1 hora. Se lavaron las placas 3 veces con PBS-0,05% Tween. Se agregd anticuerpo de huevo de
gallina anti-IgA murina marcado con HRP en amortiguador de bloqueo (5uL 2° anticuerpo: 12,5 mL de amortiguador de
bloqueo) durante 60 minutos. Se lavaron las placas 6 veces con amortiguador de lavado. Luego se agrego sustrato
en amortiguador de sustrato (dietanolamina 97mL, 100 mg de MgClz, 0,2 g de NaNs, 800mL de ddH20, pH 9,8), se
incubé durante 15 minutos, y se leyeron las placas a 450nm. Como se muestra en la Figura 2, la IgA secretora luminal
basal en los ratones SCD1.- fue 500 veces mayor que en los ratones control.

Dada la mayor concentracién de IgA secretora en los ratones SCD17, no se esperaria que agregar IgA secretora
adicional tendria un efecto significativo sobre la dermatitis ulcerosa en ratones alimentados con la dieta NIH AIN76A.
Sin embargo, sin estar sujetos a la teoria, también es posible que los ratones SCD1..- tengan una reaccion excesiva al
cambio en la dieta, dando como resultado el aumento en IgA secretora.

Ademas, la histologia de los intestinos de los ratones modelo de dermatitis ulcerosa muestra un aumento de la
inflamacion y disminucién del espesor submucoso y muscular en el duodeno (datos no mostrados). Sin estar sujetos
a la teoria, se cree que el aumento de IgA en los intestinos de los ratones con dermatitis ulcerosa se debe al aumento
de IgA secretora en los intestinos.

Ejemplo 3: Evaluacion de la administracién oral de mucosa intestinal porcina cruda como prevencion y tratamiento de
la dermatitis ulcerosa

Sin estar sujetos a la teoria, se cree que los antigenos (por ejemplo, dietarios, microbianos o caseina) inician la
respuesta de la dermatitis ulcerosa en los ratones SCD17 con la dieta de NIH AIN76A

Se utilizaron seis ratones en el grupo control y en el grupo de prueba alimentado con mucosa intestinal porcina cruda.
En el grupo control hubo cinco ratones sin evidencia alguna de dermatitis ulcerosa, y un ratén control con dermatitis
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ulcerosa. En el grupo de prueba, hubo cinco ratones sin evidencia alguna de dermatitis ulcerosa, y un ratén con
dermatitis ulcerosa. Los ratones control fueron alimentados con la dieta NIH AIN76A suplementada con PBS
acidificada (solucion salina amortiguada con fosfato) y los ratones de prueba fueron alimentados con la dieta NIH
AIN76A suplementada con 1 g/kg de mucosa oral porcina cruda en PBS acidificada. Los ratones fueron monitoreados
diariamente y pesados semanalmente.

En la Tabla 2 se muestran los efectos de la mucosa intestinal porcina cruda administrada oralmente en la prevencion
y el tratamiento de la dermatitis ulcerosa.

Tabla 2: Efecto de la mucosa intestinal porcina cruda sobre la dermatitis ulcerosa

Tiempo Tratamiento Numero de ratones con
dermatitis ulcerosa

Inicio del tratamiento- ratones con dermatitis Dieta de control 11
ulcerosa (1 por grupo)

Dieta de prueba | 1/1

Después de un mes de tratamiento/ratones con Dieta de control | Dermatitis ulcerosa grave por
inspeccion visual de lesiones.

dermatitis ulcerosa (1 por grupo) Dieta de prueba | Mejora significativa de las lesiones
ulcerosas mediante inspeccién
visual.

Después de un mes de tratamiento/ratones sin Dieta de control | 4/5

evidencia alguna de dermatitis ulcerosa (5 por Dieta de prueba | 2/5

grupo)

Como se puede observar en la Tabla 2, el ratéon con dermatitis ulcerosa que se alimenté con la dieta de control se
deterioré mucho durante el estudio de 4 semanas. El ratdon con dermatitis ulcerosa alimentado con la dieta de prueba
mejoré mucho durante el estudio de 4 semanas. Este resultado sugiere que la mucosa intestinal porcina cruda puede
revertir la dermatitis ulcerosa en el modelo de raton.

Como se puede observar en la Tabla 2, de los ratones sin dermatitis ulcerosa al comienzo del estudio de 4 semanas,
4/5 ratones con la dieta de control desarrollaron dermatitis ulcerosa, en comparacion con 2/5 ratones con la dieta de
prueba. Por lo tanto, la mucosa intestinal porcina cruda puede prevenir la dermatitis ulcerosa en el modelo de raton.

Se determind también la dermatitis ulcerosa cuantitativamente utilizando el siguiente sistema de puntuacion:

1. Menos del 10% de la piel esta abierta (en carne viva) sin llagas profundas o abiertas.

2. Menos del 20% de la piel esta abierta (en carne viva) con una o menos llagas abiertas, o si hay mas del 20% de
piel en carne viva sin llagas abiertas.

3. Menos del 30% de la piel esta en carne viva, con 2 o menos llagas abiertas.

4. Menos del 40% de la piel estd en carne viva con 3 o menos llagas abiertas; los animales son sacrificados si
permanecen en este nivel.

Como se muestra en la Figura 3, los ratones SCD1-- con dermatitis ulcerosa que consumian mucosa intestinal porcina
cruda fueron monitoreados diariamente para determinar la puntuacién de DU. Los datos presentados son un promedio
de la puntuacion de DU total semanal/nimero de dias/ nimero de animales. Hay una disminucion significativa en la
puntuacién de DU con los ratones que consumian mucosa intestinal porcina cruda. * = P<0,05.

También se cuantificd el rascado en los ratones control y los ratones alimentados con mucosa intestinal porcina cruda.
Los ratones SCD1”- que consumian ya sea control (sin adicion de material de mucosa) o mucosa intestinal porcina
cruda fueron monitoreados diariamente para la determinacion del rascado. Cada ratén fue observado durante un
minuto para determinar si estaba rascandose y cuantas veces se rascé durante ese periodo de tiempo de un minuto.
Los datos reportados son un promedio del nimero total semanal de rasgufios/el nimero de dias/ el niumero de
animales. Como se muestra en la Figura 4, aunque no hubo diferencia significativa entre los animales de control y los
animales alimentados con mucosa intestinal porcina cruda las primeras 7 semanas, los ratones alimentados con
mucosa parecian tener menos rasgufios (aproximadamente un 30% menos) que los controles en la semana 8.

Ejemplo 4: Determinacion del componente activo en la mucosa intestinal porcina cruda

Se planted la hipétesis de que el componente activo de la mucosa intestinal porcina cruda es IgA secretora. Para
probar esta hipotesis, los ratones fueron tratados con IgA secretora intestinal porcina purificada. 28 ratones SCD1
fueron alimentados con una dieta NIH AIN76A suplementada con 1 g/Kg de IgA secretora porcina o con 0,33 g/Kg de
IgA secretora porcina (Control de trabajo previo con 100% de incidencia de dermatitis = 8 ratones; SIgA a 0,33 g/Kg =

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2913336 T3

14 ratones; SIgA a 1 g/Kg = 14 ratones). Se monitored la incidencia de dermatitis ulcerosa durante 12 semanas. En la
Tabla 3 se muestran los datos:

Tabla 3: Efecto de la IgA porcina purificada sobre la dermatitis ulcerosa en el modelo de ratén

Tratamiento Ratones con dermatitis ulcerosa % de incidencia
Control (de Krugner-Higby) 8/8 100

0,33 g/kg=* 714 50

1 9/kg 2/14 14

** La bioactividad se redujo a 1/3 de la actividad después de calentar hasta 80°C durante 30 minutos utilizando E.
coli:55 LPS y proteina de soja aislada en un ELISA.

Los datos de la Tabla 3 confirman que el componente activo en la mucosa intestinal porcina cruda es la IgA secretora.
Ejemplo 5: Tratamiento de la dermatitis ulcerosa con IgA secretora porcina purificada

Cuatro ratones con dermatitis ulcerosa (ratones SCD1”- alimentados con la dieta NIH AIN76A) fueron alimentados con
la dieta NIH AIN76A suplementada con 1g/kg de IgA secretora porcina purificada.

Como se muestra en la Figura 5, los ratones SCD 17 con dermatitis ulcerosa que consumian SIgA porcina purificada
fueron monitoreados diariamente para determinar la puntuacién de DU. Los datos presentados son un promedio de la
puntuacién de DU total semanal/numero de dias/ nimero de animales. Hay una disminucion significativa en la
puntuacion de DU con los ratones que consumian mucosa intestinal porcina cruda. * = P<0,001. En los cuatro casos,
se redujo la gravedad de la dermatitis ulcerosa. Por lo tanto, la IgA secretora porcina purificada revierte la dermatitis
ulcerosa en el modelo de raton.

Como evidencia adicional de que SIgA reduce la dermatitis ulcerosa, se determiné el rascado en los ratones control y
en los ratones alimentados con SIgA porcina purificada. Los ratones SCD1-- consumieron ya sea control sin SIgA
agregada, SIgA porcina purificada con 1/3 de la actividad (0,33 gramos de SIgA/Kg) o SIgA porcina purificada de
actividad completa (1 gramo de SIgA/Kg) y se monitorearon diariamente para determinar el rascado. Cada ratén fue
observado durante un minuto para determinar si se rascaba y cuantas veces se rascé durante ese periodo de tiempo
de un minuto. Los datos reportados son un promedio del nimero total semanal de rasguios/el nimero de dias/ el
ndmero de animales. (Figura 6) Hay una disminucién significativa del rascado en el caso de los ratones que
consumieron SIgA porcina purificada. * = P<0,03

Se ha demostrado en la presente invencion, utilizando el modelo de dermatitis de raton SCD, que la mucosa intestinal
porcina administrada oralmente o la SIgA porcina purificada dio como resultado una reduccion dosis-dependiente en
el desarrollo de la dermatitis ulcerosa. Ademas, en ratones con dermatitis ulcerosa, la mucosa intestinal porcina
administrada oralmente o SIgA porcina purificada redujeron drasticamente o eliminaron los sintomas de la dermatitis
ulcerosa en los cuatro ratones tratados que tenian dermatitis ulcerosa. Los métodos descritos en la presente invencion
son particularmente Utiles para tratar la inflamacion de las estructuras superficiales de barrera, incluyendo la dermatitis
ulcerosa y los trastornos gastrointestinales.

El uso de los términos “un”, "una", "el" y “la” y referentes similares (especialmente en el contexto de las reivindicaciones
que siguen) deben interpretarse tanto en singular como en plural, a menos que se indique lo contrario o que el contexto
lo contradiga claramente. Los términos primero, segundo, etc. como se utilizan en la presente invencion no pretenden
denotar ningun orden en particular, sino simplemente, por cuestiones de conveniencia, pretenden denotar una
pluralidad de, por ejemplo, capas. Las expresiones "que comprende”, "que tiene", "que incluye" y "que contiene" deben
interpretarse como términos abiertos (es decir, que significan "incluyendo, pero sin limitarse a") a menos que se indique
lo contrario. La mencion de los rangos de valores tiene como finalidad meramente servir como método abreviado de
referencia individual a cada valor separado que cae dentro del rango, a menos que se indique lo contrario en la
presente invencién, y cada valor separado es incorporado a la memoria descriptiva como si se mencionara
individualmente en la presente invencién. Los valores extremos de todos los rangos estan incluidos dentro del rango
y se pueden combinar de forma independiente. Todos los métodos descritos en la presente invencidn pueden llevarse
a cabo en un orden adecuado, a menos que se indique lo contrario en la presente o que el contexto lo contradiga
claramente. El uso de todos y cada uno de los ejemplos, o de un lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal como"), tiene por
objeto ilustrar mejor simplemente la invencién y no implica ninguna limitaciéon en el alcance de la invencién a menos
que se reivindique otra cosa.

Si bien la invencién ha sido descrita con referencia a una forma de realizacién proporcionada a modo de ejemplo, se
pretende que la invenciéon no se esté limitada a la forma de realizacion particular descrita como el mejor modo
contemplado para llevar a cabo esta invencion, sino que la invencion incluira todas las formas de realizacion que se
encuentren dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de IgA secretora formulada para la administracion oral que comprende una cantidad
antiinflamatoria de IgA secretora para utilizar en un método para prevenir y/o tratar la inflamacién en una estructura
superficial de barrera en un individuo que lo necesita, comprendiendo dicho método la administracion oral de la
composicion al individuo, en donde la IgA secretora es aislada del liquido luminal intestinal o de la mucosa intestinal
de un animal, preferentemente un animal que ha sido expuesto a una variedad de antigenos, o del liquido luminal
intestinal o de la mucosa intestinal de un cerdo, una oveja, un pollo, un pavo o una vaca, y en donde la inflamacién en
una estructura superficial de barrera es dermatitis.

2. La composicion de IgA secretora para el uso de la reivindicacion 1, en donde el individuo es un humano, un mamifero
no humano, o una especie no mamifera, preferentemente un humano con una enfermedad autoinmunitaria.

3. La composicion de IgA secretora para el uso de la reivindicacion 1, en donde la dermatitis es dermatitis atopica,
dermatitis actinica cronica, dermatitis ulcerosa, dermatitis alérgica por contacto, o dermatitis irritante por contacto,
preferentemente dermatitis ulcerosa.

4. La composicion de IgA secretora para el uso de la reivindicacion 3, en donde la dermatitis atdpica es eccema del
lactante y el individuo es un lactante diagnosticado con eccema del lactante.

5. La composicion de IgA secretora para el uso de la reivindicacion 3, en donde la dermatitis es dermatitis atopica y el
individuo es un perro diagnosticado con dermatitis atépica.

6. La composicion de IgA secretora para el uso de la reivindicacion 5, en donde el perro tiene parches calientes,
preferentemente en donde el perro es intolerante a la prednisona, la prednisona esta contraindicada debido a efectos
secundarios, o el perro recibe en forma conjunta una medicacién incompatible con la administracion de esteroides.

7. El uso de la reivindicacion 3, en donde la dermatitis es dermatitis ulcerosa y el individuo es:

(i) un ratén de laboratorio con fondo C57BL/6,
(i) un gato con dermatitis ulcerosa felina,
(iii) un pavo con dermatitis ulcerosa focal,
(iv) un pollo con dermatitis gangrenosa,

(v) un cerdo con dermatitis ulcerosa porcina, o
(vi) un reptil con dermatitis ulcerosa.

8. La composicion de IgA secretora para el uso de la reivindicacion 1, en donde el individuo sufre de lesiones cutédneas
que son resistentes a la cicatrizacion.

9. La composicion de IgA secretora para el uso de la reivindicacion 1, en donde

(i) el individuo tiene deficiencia de IgA sérica selectiva, y la administracion por via oral de IgA previene o reduce el
desarrollo de dermatitis en el individuo, o

(i) el individuo tiene alergias, y la administracion por via oral de IgA previene o reduce el desarrollo de dermatitis en
el individuo.

10. La composicion de IgA secretora para el uso de la reivindicacion 9, en donde el individuo con una alergia es un
ser humano con una alergia al gluten.

11. La composicion de IgA secretora para el uso de la reivindicacion 1, en donde dicho uso previene y/o trata la
dermatitis ulcerosa en un ratén de laboratorio con fondo C57BL/6.
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Figura 5
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