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Campo de la Invencidn: La presente 1invencidn se

refiere generalmente a métodos para generar el factor de

transferencia de antigeno espeéecifico, composiciones due

incluyen tal factor de transferencia de antigeno especifico,

y a usos de estas composiciones. En particular, la presente
invencién se refiere a métodos para generar el factor de

transferencia de antigeno especifico en un huésped aviarlio ¥y

para obtener el factor de transferencia de antigeno

especifico a partir de huevos.

Antecedentes de la Técnica Relacionada: Muchos
patdgenos mortiferos se pasan a humanos a partir del reilno
animal. Por ejemplo, los monos son las fuentes del wvirus de
inmunodeficiencia humana tipo I (VIH-I), que provoca el
sindrome de inmunodeficiencia adguirida (SIDA) y la viruela
de los monos, la cual es similar a la viruela; los mamiferos

de tierra se cree que son la fuente del virus del Ebola; los

vampiros de las frutas y los cerdos son la fuente del virus

de Nipah; el virus de Hendra viene de los caballos; la “Gripe
de Hong Kong” originada en las gallinas; y las aves salvajes,

especialmente los patos, son las fuentes de muchos de 1os

virus de influenza mortifera. Muchas enfermedades también

tienen receptidculos animales. Por medio del ejemplo, 1oOs




ratones portan el virus de Hanta,

| niiuio
Negra, y los ciervos portan la enfermedad de Lyia%%ﬁi@@ﬁ@
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El Sistema Inmune

5 Los slstemas inmunes de los vertebrados SO

equipados para reconocer y defender al cuerpo de 1los

organismos patdgenos invasores, tales como parasitos,

bacterias, hongos y virus. Los sistemas inmunes de Jlos

vertebrados tipicamente incluyen un componente celular y un

10 componente no celular.

E1 componente celular de un sistema inmune 1incluye

los asi 1llamados linfocitos, o gldébulos Dblancos, de 1los

cuales existen varios tipos. Es el componente celular de un

sistema inmune maduro dgue monta tipicamente una respuesta

15 primaria,: no especifica a patdgenos invasores, al idual que

implicarse en una respuesta secundaria, especifica a 1los

patdgenos.

En la respuesta primaria, o inicial a una infeccidn

por un patdgeno, los gldbulos blancos due se conocen como

20 fagocitos localizan vy atacan los patdgenos 1nvasores.

S un fagocito internalizara, o “comera” un

— F

Tipilicament

patdgeno, después digerird el patdgeno. Ademas, los gldbulos
blancos producen y excretan dquimicos en respuesta a las
infecciones patdgenas dgque pretenden atacar los patdgenos o

25 ayudan en la direccidén del ataque sobre los patdgenos.
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una respuesta inmune especifica, secundaria ey I?S[i,ﬂ.n?ces:Ldad

del patdégeno. Ya gue esta respuesta Iinmune secundaria
tipicamente se retarda, se conoce también Como
“hipersensibilidad tipo retardada”. Un mamifero, por si
mlsmo, tipicamente no producird una respuesta inmune
secundaria a un patdgeno hasta aproximadamente siete (7) a
aproximadamente catorce (14) dias después de infectarse con
el patdébgeno. La respuesta 1inmune secundaria también se
refiere como una 1nmunidad adgquirida en 1los patdgenos
especificos. Los patdgenos tienen una o mas proteinas
caracteristicas, las cuales se refieren como “antigenos”. En
una respuesta inmune secundaria, los gldbulos blancos
conocidos como linfocitos B, o “células B”, y linfocitos T o
“células T”, Yaprenden” a reconocer uno o mas de los
antigenos de un patdgeno. Las células B y 1las células T
trabajan Juntas para generar protelnas llamadas
“anticuerpos”, las cuales son especificas para uno o mas de
clertos antigenos en un patdgeno.

Las células T son principalmente responsables por

la respuesta 1inmune de hipersensibilidad tilpo retardada o

secundaria en un patdédgeno o agente antigeno. Existen tres

tipos de células T: las células auxillliares T, las células

supresoras T vy 1las células T de antigeno especifico, las




cuales también se refieren como llﬂfOCltoé lplt@tgx;Fos (que
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significa “exterminio de células”), llnfoc1toi‘§ . !gg(;g TL”), ©

células asesinas T. Las células auxiliaré I% p;f;’ soras T

| e:iug?m
mientras no son especificas para ciertos antigenos, realizan
5 las funciones de condicionamiento (pox ejemplo, la

inflamacidén que tipicamente acompafia a una 1infeccidn) dque

ayudan en la eliminacidén de patdgenos o agentes antigenos de

un huésped infectado.

Los anticuerpos, que forman solamente una parte del
10 componente no celular de un sistema I1Inmune, reconocen 1los
antigenos especificos vy, de este modo, se dice dgque son

“antigenos especificos”. Los anticuerpos generados entonces

avudan béasicamente a los gldébulos blancos a 1locallzar VY
eliminar el patdégeno del cuerpo. Tipicamente, una vez dJue un
15 glébulo blanco ha generado un anticuerpo contra un patdgeno,
el glébulo blanco y todos sus progenitores contintdan

produciendo el anticuerpo. Después de dque se ellmlna una

infeccidén, un numero pequefio de celulas T y células B que

corresponde a los antigenos B reconocidos se retlene en un

20 estado de “descanso”. Cuando los agentes patdgenos o
antigenos correspondientes nuevamente infectan al huésped,
las. células T y células B que %“descansan” se activan VYV,
dentro de aproximadamente cuarenta y ocho (48) horas, inducen
una rapida respuesta inmune. Al responder de esta manera, el

25 sistema inmune monta una respuesta 1nmune secundarila en un




£y )
-~ )

“m moria”

patbdgeno, el sistema inmune se dice dJue t:Le7ﬁe una:.

g—hﬂ HH g -
“""""""'———-...-.-....._

para ese patdgeno. Iﬁ m’u:o
Migicono
Los sistemas inmunes de manifeduSrostanbdé se

lﬁdusi'rii
conocen que producen proteinas mé&s pequefias, conocidas COmO

5 “factores de transferencia”, como parte de una respuesta

inmune secundaria para patdégenos infecciosos. Los factores de

transferencia son otra parte no celular de un sistema inmune

de mamifero. ILos factores de transferencia de antigeno

especifico se cree que son estructuralmente andlogos a 1los
10 anticuerpos, pero en una escala molecular mucho mas pedqueiia.
Ambos factores de transferencia de antigeno especifico Yy

anticuerpos incluyen los sitios de antigeno especifico Yy

ambos incluyen regiones altamente conservadas que lnteractian

con los sitios receptores en sus células efectoras

15 respectivas. En el factor de transferencia y las moléculas de
anticuerpo, una tercera regidn “enlazadora” conecta los

sitios de antigeno especifico y las reglones altamente

conservadas.

20 El Papel del Factor de Transferencia en el Sistema Inmune

F1l factor de transferencia es un aislamiento de

bajo peso molecular de 1linfocitos. Estrechamente, los

factores de transferencia pueden tener especificidad para

antigenos sencillos. Las Patentes Norteamericanas 5,840, /00 y

25 5,470,835, de las cuales ambas expedidas a Kirkpatrick et al.
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patentes de “Kirkpatrick”), describen el aislamibigiitin de 1los
wMieXicdno
factores de transferencia que son especi¥dbEpopanggciertos
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antigenos. Mas ampliamente, los <factores de transferencila

“especificos” se han generado a partir de cultivos celulares

de linfocitos monoclonales. Aun si estos factores de
transferencia se dJgeneran contra un solo patdgeno, tCienen

especificidad para una variedad de sitios antigenos de ese

patbégeno. De este modo, estos factores de transferencia se

dice gque son “patdgeno especifico” en lugar de antigeno

especifico. Similarmente, los factores de transferencia que
se obtienen de un huésped que se ha 1nfectado con un cierto
patdgeno, son patdgenos especificos. Aunque tales
preparaciones con frecuencia se refleren en la técnica como
siendo “antigeno especifico” debido a su capacidad de

producir una respuesta 1nmune secundaria cuando esta presente

un antigeno particular, los factores de transferencla due

tienen diferentes especificidades tamblén pueden estar
presentes. De este modo, aun las preparaciones de factor de
transferencia patdgeno especifico asli 1llamado T“antigeno
especifico” pueden ser especificas para una varledad de
antigenos.

Adicionalmente, se Ccree que los factores de

transferencia de antigeno especifico y patdgeno especifico

pueden provocar dque un huésped produzca una respuesta lnmune
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de hipersensibilidad tipo retardada a patdgenos O antigenos
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son especificas. El1 factor de transferencia “dR@kadai por 1o

menos las células T no especificas, las células inductoras T

S y supresoras T, para un patdgeno infeccioso o agente antigeno
para facilitar una respuesta inmune de hipersensibilidad tipo
retardada o secundaria al patdébgeno infeccioso o agente

antigeno.

Tipicamente, el factor de transferencia incluye un
10 aislamiento de proteinas obtenidas a partir de fuentes de

mamiferos 1nmunoldégicamente activas vy que tienen pesos
moleculares de menos de aproximadamente 10,000 daltones (D).
Se conoce dque cuando el frfactor de transferencia, cuando se

agrega 1n vitro o in vivo a sistemas celulares inmunes de

15 mamiferos, mejora o normaliza la respuesta del sistema inmune
del mamifero receptor.
Los sistemas inmunes de recién nacidos tipicamente

no han desarrollado, o “madurado” lo suficiente para defender

efectivamente al recién nacido de patdgenos invasores.
20 Ademas, antes del nacimiento, muchos mamiferos son protegidos
contra un amplio rango de patdgenos por sus madres. De este

modo, muchos mamiferos recién nacidos no pueden producir

inmediatamente una respuesta secundaria a una variedad de
patdgenos. Mas bien, los mamiferos recién nacidos tipicamente

25 se les da inmunidad secundaria contra patdgenos por sus




madres. Una forma en la cual las madres se doEdggy due
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refuerzan los sistemas inmunes de los recldlspEgadRsings al
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proporcionar al recién nacido con un conjunto de factores de

transferencia. En mamiferos, el factor de transferencilia se
5 proporciona por una madre a un reclién nacido en el calostro,
el cual tipicamente se restituye por la leche de la madre

después de un dia o dos. El factor de transferencia

basicamente transfiere la inmunidad especifica adgquirida de
la madre al recién nacido (es decir, la hipersensibilidad

10 tipo retardada). Esta inmunidad transferida tipicamente

condiciona las células del sistema 1inmune del recién nacido

para reaccionar contra patdgenos en una forma de antigeno

especifico, asi como en una forma de antigeno o patdgeno no

especifico, hasta que el sistema 1nmune del recién nacido es

15 capaz por si mismo de defender al recién nacido contra 1os
patdégenos. De este modo, cuando el factor de transferencia

estd presente, el sistema inmune del recién nacido se

—

condiciona para reacclonar contra patdgenos con una respuesta

hipersensible, tal como aquella gue ocurre con una respuesta

20 de hipersensibilidad tipo retardada tipica. Por consiguiente,

el factor de transferencia se dice que “1lnicia de salto” la

capacidad de respuesta de los sistemas 1inmunes a 1los

patbdbgenos.

Gran. parte de la 1investigacidn que 1implica el

25 ftactor de transferencia se ha llevado a c¢cabo en afos




5

10

15

20

29

reclentes. Actualmente, se cree que de
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transferencia es una protelna con undelgPendgageg de
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aproximadamente cuarenta y cuatro (44) aminoacidos. El1 factor
de transferencia se cree que tiliene un peso molecular en el
margen de aproximadamente 4,000 a aproximadamente 5,000
daltones (D), o aproximadamente '4kD a aproximadamente 5 kD.
El factor de transferencla se cree también que incluye tres
fracciones funcionales: una fraccidn inductora; una fraccidn
supresora 1lnmune; Yy una fraccidn de antigeno especifico.
Muchos en 1la técnica creen dque el factor de transferencia
también incluye una porcidn nucledsida, que puede conectarse
a la molécula protelnica o separarse de la misma, gque puede
mejorar la capacidad del factor de transferencia para
provocar que un sistema 1nmune de mamifero produzca una
respuesta inmune secundaria. La porcidén nucledsida puede ser

parte de las fracciones inductoras o supresoras del factor de

transferencia.

La regidn de antigeno especifico de los factores de

transferencia de antigeno especifico se cree que comprende
aproxXximadamente ocho (8) a aproximadamente doce (12)
aminoacidos. Una segunda reglidn altamente conservada de
aproximadamente diez (10) aminocacidos se piensa dgque €S una
regidén de unidn de receptor celular T de muy alta afinidad.

Los amincacidos restantes pueden servir para enlazar las dos

regiones activas o0 pueden tener propiedades adicionales, aun
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no descubiertas. La regidn de antigeno espec

molécula de factor de transferencia, dque Qeéslﬁ

estructura de antigeno especifico conociddidusiiisl 105
anticuerpos, pero a una escala de peso molecular mucho mas
S5 bajo, parece gque es hipervariable v se adapta para reconocer
una proteina caracteristica eh' uno o© mas patdgenos. Las

fracciones 1inductoras y sSupresoras Iinmunes se cree gue

imparten un factor de transferencia con su capacidad para
condicionar las diversas células del sistema inmune para que

10 las <c¢células sean més completamente sensibles al estimulo

patdgeno en su amblente.

Fuentes de Componentes del Sistema Inmune no Celulares

Convencionalmente, el factor de transferencia se hsa

15 obtenido a partir del calostro de wvacas lecheras. Mientras
las vacas lecheras tipicamente producen grandes cantidades de

calostro y, de este modo, grandes cantidades del factor de
transferencia durante un periodo relativamente corto de

tiempo, las +wvacas 1lecheras. solamente producen calostro

20 durante aproximadamente un dia o un dia vy medio al afio. De
este modo, las vacas lecheras no son una fuente constante del

factor de transferencia ni una fuente eficiente del factor de

transferencia.

E1l factor de transferencia también se ha obtenido =z

25 partir de una amplia variedad de otras fuentes de mamiferos.
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Por ejemplo, en la investigacidén del factor de tram

los ratones se han utilizado como una fuente arﬁﬁ@ﬁg@@fﬁctor
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de transferencia. Los antigenos tipicamente se iBggsiigbn en
forma subcutdnea en los ratones, que entonces se sacrifican
5 después de una reaccidén de hipersensibilidad tipo retardada

contra los antigenos. El1 factor de transferencia entonces se

obtiene a partir de células del bazo de los ratones.

Mlentras diferentes mecanismos se utilizan

tipicamente para generar la produccidn de anticuerpos, la

10 fuente original para anticuerpos también puede ser 1os
mamiferos. Por eijemplo, los antlcuerpos monoclonales pueden
obtenerse al inyectar a un ratdén, conejo u otro mamifero con

un antigeno, obteniendo las células productoras de
anticuerpos del mamifero, después fusionando las células

15 productoras de anticuerpos con células inmortalizadas para
producir una linea <celular  Thibridoma, que continuara
produciendo los anticuerpos monoclonales a través de varilas

generaciones de células vy, de este modo, durante largos

periodos de tiempo.

20 Los anticuerpos contra los patdgenos de mamiferos

se han obtenido a partir de una amplia variedad de fuentes,
incluyendo ratones, cone’jos, cerdos, vacas, vy  otros
mamiferos. Ademas, los patdgenos que provocan clertas
enfermedades humanas, tales como el resfriado comin, se

25 conoce que se originan en aves. Ya dque Se ha reconocldo que




10

15

20

29

12

i

los sistemas ‘inmunes de las aves (es decir, pa%gmui‘%y los

sistemas 1inmunes de mamliferos son mnmuy smll%i}ggm?@@lgunos
Ge id Propiedad

investigadores se han dirigido a las aves coménadgghidlruente

para generar antlcuerpos.

L.a Patente Norteamericana 5,080,895, expedida para

Tokoro, el 14 de enero de 1992 (de agui en adelante %Y“la
Patente 7'895”), describe un método que 1incluye inyectar a
gallinas con patdgenos que provocan enfermedades infecclosas
intestinales en mamiferos neonatos. Las gallinas entonces

producen anticuerpos que son especificos para estos

patdégenos, los cuales estan presentes en los huevos puestos

por las gallinas. La Patente '895 describe composiciones dJue

incluyen estos anticuerpos de patdgeno especifico y el uso de
las mismas para tratar y evitar enfermedades 1intestinales en
lechones y terneros neonatos. Ademas, la Patente '8390 asume
que una sustancia similar al factor de transferencia de
patdgeno especifico se pasa desde una gallina a sus huevos.

No obstante, la Patente '895 no describe que tal sustancila

similar al factor de transferencia de hecho estuvo presente
en los huevos, o0 gque una composicidén libre de anticuerpos
derivada de los huevos gque se asumleron contenlan esta

e

sustancia similar al factor de transferencia realmente tratd

o evitd enfermedades intestinales en los mamliferos neonatos.

De hecho, la Patente '895 describe el uso de un filtro con

orificios de aproximadamente 0.45 pum de diametro para ailslar
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el factor de transferencia de 1los antil 277

aquellos con experlencia en la técnica es
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embargo, los anticuerpos, moléculas mas grandes, BaaSsar aun

algunas bacterias pasaradn a través de los poros de un filtro
de 0.45 pum. En realidad, no es probable gque alguna de las
moléculas proteinlcas individuales qﬁe tienen pesos
moleculares de menos de aproximadamente 12,000 D se separaran
por tal filtro. Baséndose en el tamafio del poro del filtro

utilizado, sin embargo, es mas probable que ninguna de las

moléculas proteinicas 1individuales, incluyendo anticuerpos,
se eliminaran por el filtro.

Los anticuerpos de 1las aves gque son especificos
para patdgenos de mamiferos también se han obtenido al

introducir antigenos dentro de huevos.

El tratamiento de infeccilones patdgenas en
mamiferos con anticuerpos de aves tipicamente no es deseable,

sin embargo, puesto que los sistemas inmunes de mamiferos
probablemente responderan nedativamente a grandes moléculas

de anticuerpos de aves al producir una respuesta i1nmune a 1los

anticuerpos mismos. Ademas, va que los sistemas 1nmunes de

mamiferos no reconocen los anticuerpos de aves como utlles

para sus capacidades para reconocer cliertos patdgenos, o las

especificidades de los anticuerpos de aves para antigenos de

tales patdgenos, 1los anticuerpos de aves aun no producen 1las

respuestas inmunes deseadas en mamliferos.
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mamifera, un método eficiente para obtener ei%]dugﬁ’ﬁfor de

transferencia de tal fuente no mamifera, tal como una fuente

5 de ave, un método para utilizar tal factor de transferencila

para tratar o evitar infecciones por patdgenos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
La presente 1invencidn 1incluye un método para
10 generar la produccién del factor de transferencia en una
fuente no mamifera y obtener el factor de transferencia de
una fuente no mamifera. Ademés, las composiciones due
incluyen el factor de transferencia no mamifero tamblén se
encuentran dentro del alcance de la presente invencidn, ya

15 que son métodos para utilizar estas composiciones.

Fl factor de transferencia no mamifero generado,

obtenido v utilizado de acuerdo con la presente 1invencidn
puede ser cualquiera de antigeno no especifico o antigeno
especifico (es decir, configurado para enlazar 0O reconocer
20 uno o mas antigenos). A menos que se indique lo contrario, el

término “factor de transferencia” como se utiliza en 1a

presente, incluye la definicidn amplia previamente discutida
gue incluye cada uno de los diversos tipos de factores de

transferencia, incluvendo patdgeno especifico, antigeno

25 especifico, y factor de transferencia que no son especificos
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“no especifico”, como se utiliza en la presente a@¥icdgepecto
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a los factores de transferencia, se refiere a amkgaysiggLores

de transferencia gque no son especificos para antligenos
5 particulares Y a mezclas que incluyen factores de
transferencia con diferentes especlficidades de antigeno.

El factor de transferencia no especifico 1incluye
factor de transferencia que va produce el animal de fuente no
mamifera. Las moléculas del factor de transferencia no

10 especifico individuales dque se producen por la fuente animal
pueden tener especificidad para varios agentes antigenos,
incluyendo patdégenos, que estédn presentes en el ambiente de
fuente animal. No obstante, para propdésitos de la presente
invencidn, el factor de transferencla que se genera solamente

15 por una reaccidén de fuente animal en su amblente se refiere
como “no especifico”.

Por otro lado, el factor de transferencia de
antigeno especifico se genera por la exposiclidn de una fuente
animal no mamifera a uno o mas antigenos. Los antigenos de

20 varios tipos de patdgenos, que incluyen, pero no se limitan a
bacterias, wvirus, hongos y parésitos se ha encontrado por 1la
invenciédn gue inducen la produccilidn  del factor de
transferencia no especifico en fuentes no mamiferas. El

factor de transferencia de antligeno especlfico se ha generado

25 por fuentes animales no mamiferas por ambos antigenos
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nsHio
inactivas, y atenuadas) y antigenos sintéticos, WISHICTNO

de la Propiedad
La produccién de factor de transferendigussial una

fuente no mamifera puede inducirse al introducir una
caracteristica antigena de un cierto patdgeno en una fuente
animal no mamifera hembra. Tipos ejemplares de fuentes
animales que pueden utilizarse incluyen, sin limitar el

alcance de la presente invencidn aves, reptiles, anfibios y

peces. Preferiblemente, la fuente animal no mamifera produce
huevos en una base frecuente. De este modo, para propdsitos
de la presente invencidn, 1las gallinas son partilcularmente
itiles como la fuente animal no mamifera. Estas fuentes
animales no mamiferas producen el factor de transferencia,
que entonces aparece en los huevos de estas fuentes animales.
Alternativamente, un huevo de una fuente animal no mamifera
puede exponerse al agente antigeno (por ejemplo, mediante
inveccién del agente antigeno en el huevo) para induclr la
produccién del factor de transferencia por el huevo mismo.

El factor de transferencla generado por una fuente
animal no mamifera o por el huevo de una fuente animal no
mamifera puede recuperarse del huevo y separarse de OTXoS
constituyentes del huevo, 1ncluyendo proteilnas de peso
molecular mas grandes, tales COmoO anticuerpos.

Alternativamente, el factor de transferencia puede

purificarse a partir de uno o més huevos de una fuente animal
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no mamifera. = S
Instituio

E1l factor de transferencla no d%ﬁgi?ggggguede

entonces 1incorporarse en una composicidén o apl¥ElBHIdlbara

administracidn a un individuo mamifero o no mamifero o

administrarse directamente al individuo. El1 factor de
transferencia no mamifero o las composiciones que incluyen el
factor de transferencia no mamifero pueden administrarse
enteralmente (es decir, oralmente), o© parenteralmente (es
decir, por una ruta no oral, tal por inyeccidn, a través de
la piel, etc.) La administracidn de ambos factores de
transferencia no mamiferos no especifica y especifica se ha
encontrado gque inician una respuesta inmune especifica,
temprana (es decir, secundaria) en mamiferos a Varios
patdégenos invasores. De este modo, el factor de transferencia
no mamifero se ha encontrado que es Util para tratar y evitar
enfermedades que pueden provocarse ©por estos diversos

patdgenos.

Otras caracteristicas vy ventajas de la presente
invencidén se volveran aparentes para adquellos expertos en la
técnica a través de la consideracidn de la descripcidn

seguida, los dibujos anexos y las reivindicaciones anexas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

En los dibujos, que ilustran modalidades ejemplares

de la presente invencidn:
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la Figura 1 es una representacidn esqu

LT W T

nstifgio

método ejemplar para generar el factor de trans:’ferﬁ%ﬁé&n&o
) ~e 1 Propiedad

mamifero en una fuente animal no mamifera; )
Inclusiricl

la Figura 2 es una representacidn esquematica de un

5 método ejemplar para generar un factor de transferencla no

mamifero directamente en los huevos de una fuente animal no

mamifera;

la Figura 3 es una representacidn esquematica de un

método ejemplar para obtener el factor de transferencia no

10 mamifero a partlir de huevos; vy

la Figura 4 es una representacidn esquematica de un
método ejemplar para probar la presencia del factor de
transferencia en una solucidn y para usar el factor de
transferencia para evitar la infeccidén por patdgenos o para

15 evitar infecciones patdgenas.

MEJOR MODO O MODOS PARA LLEVAR A CARO LA INVENCION
Como se explica previamente en la presente, las
madres de mamiferos pasan el factor de transferencia a sus

20 crias recién nacidas en el calostro, qgue se restituye por la

leche de la madre después de aproximadamente un dia o dos. EL

factor de transferencia presente en el calostro transfiere la
hipersensibilidad tipo retardada para ciertos antigenos a la

Ll

cria, de este modo “iniciando por salto” la capacidad del

25 sistema inmune de la c¢ria recién nacida para responder a
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ciertos patdgenos, si la cria se infecta con estos qﬁgﬂgenos.

Durante anos reclentes, se ha descgbic???fcg:s los

sistemas inmunes de aves (es decir, paj aro’s)m@"éscg&ﬁm muy
similares a aquellos de mamiferos. De hecho, estudios previos

de los componentes de sistemas 1lnmunes sSe realizaron en aves.

Como resultado de estos estudios 'previos de sistemas inmunes,
las células B, uno de los tipos de gldébulos blancos

discutidos previamente en la presente, fue de esta manera

nombradas debido a su orlgen en la bolsa de las aves. Ademas,
se conoce gue varios agentes infecciosos, incluyendo algunos
virus que provocan el resfriado comin y el virus de influenza
A, se origlnan en aves y Se pasan a los humanos.

Ya gque algunos sistemas 1nmunes de aves portan
algunas resemblanzas a los sistemas inmunes de los mamliferos,
se cree gque el factor de transferencia tambilién es un
componente de los sistemas inmunes de las aves, asi como de

los sistemas inmunes de otros vertebrados no mamiferos.

Ademés, se cree que aunque las madres no mamlferas no

proporcionan el calostro a sus crias recién nacidas, estos

animales aun pueden transferir la inmunidad a sus crias por

medio del factor de transferencia. En aves y otros
vertebrados que ponen huevos, la oportunidad principal de la
madre para proporcionar el factor de transferencia a sus

crias es en la yema del huevo, que suministra al embridn gue

crece con los nutrientes necesarios durante el crecimiento.




transferencia de antigeno no especifico y a

puede obtenerse a partir de huevos.

La Figura 1 ilustra esquematicamente un método para

5 obtener el factor de transferencia deseado de una Ifuente 10

no mamifera del factor de transferencilia, en este caso una

gallina. La fuente 10 no mamifera puede exponerse a los

agentes 1l2a antigenos ambientales o0 exponerse a los agentes
12b antigenos especificos. La fuente 10 no mamifera puede
10 exponerse a los agentes 12b antigenos especificos medilante
uyna invyveccidén, oralmente o de otra manera, Ccomo Se& COnoce en

la técnica. La fuente 10 no mamifera puede exponerse a los

agentes 12b antigenos ya sea con o sin un adyuvante presente.

Tal exposicidén a los agentes 12b antigenos especificos puede

15 ocurrir una vez o repetirse. Para simplicidad, los agentes

12a v 12b antigenos también se refieren en la presente como
agentes 12b antigenos o simplemente como antigenos.

Alternativamente, con referencia a la Figura 2, un

huevo 147 de un animal no mamifero puede exponerse

20 directamente a uno o méas agentes 12 antigenos, tales como por

inveccidén o de otra manera, como se conoce en la técnica.

Con referencia a la Figura 3, después de dque la

fuente 10 no mamifera o los huevos 14" no mamliferos que se

expusieron directamente a uno o mas agentes 12 antigenos se

25 les ha proporcionado una oportunidad adecuada para producilir
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secundaria a los agentes 12 antigenos, d1J,c%s p%%“é@f%ﬁsﬁ 14 se
& 14 Fropiedaa
recolectan. Las vemas 16 y las claras 18 de nglusiitkbvos 14
entonces se separan entre si, y varlios procesos de filtracidn
5 se llevan a cabo sobre las yemas 16 para obtener una fracciodn

20 soluble en agua de las mismas que incluye el factor de

transferencia. Las protelnas de peso molecular mas Jgrande,

tales como anticuerpos, también pueden removerse de 1la
fracclidn 20 soluble en agua de las yemas 16 medliante procesos
10 conocidos, tales como por filtracidn sobre la base del peso
molecular o al provocar que estas proteinas de peso molecular

mas dgrande se precipiten fuera de la solucidn (por ejemplo,

en alcohol etilico frio), luego removiendo el preclipitado 21
de la fraccién 20 soluble en agua (por ejemplo, por
15 filtracidén) para proporciconar una solucidén 22 gque contiene el
factor de transferencia, sustanclialmente libre de
anticuerpos,. Alternativamente, las yemas 16 y 1los huevos 18

no necesitan separarse.

Ademas, el factor de transferencia no mamifero de

20 antigeno especifico presente en la fraccidén 20 soluble en
agua de las yemas 16 o en la solucidn 22 puede purificarse
sustancialmente a partir de otros constituyentes de 1la
fraccidén 20 soluble en agua o la solucidn 22 por técnicas

conocidas, tal como mediante el uso de penetracidn por gel o

25 técnicas de cromatografia de afinidad descritas en las
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referidas colectivamente como “las Patentes de kE%@EE%rick”),
descripciones de las cuales ambas se incorporan en la
presente para esta referencia en sus totalidades. La técnica
descrita en las Patentes de Kirkpatrick se utiliza para
alslar las biomoléculas, tales Como el factor de
transferencia y los anticuerpos, de los otros constituyentes
de una solucidn sobre la base de la especlficidad de estas
biomoléculas para uno © mas antigenos u otros agentes de
enlace especificos. De este modo, cuando la técnica descrita
en las Patentes de Kirkpatrick se utiliza en la fraccidn 20
soluble en agua que contiene el factor de transferencla y
anticuerpos de la yema 16 de huevo, tanto el factor de
transferencia como el anticuerpo pueden aislarse del resto de
la fraccidédn 20 soluble en agua con la solucidn 24 resultante

incluyendo el anticuerpo y el factor de transferencia. Si,
por otro lado, 1la técnica descrita en las Patentes de
Kirkpatrick se 1lleva a cabo sobre una solucidn 22 due
contiene el factor de transferencia, sustancialmente libre de
anticuerpos, el producto serd una solucidn 26 sustancialmente

pura del factor de transferencia especifico para uno o0 mas
antigenos. Desde luego, otros métodos para obtener el factor
de transferencia a partir de huevos también se encuentra

dentro del alcance de la presente 1nvencidn, incluyendo
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metodos para obtener el factor de transferencigpgppartir de

| | | fevicano
varias preparaciones de huevo, incluvyendo ‘@E’g@gfé%%;&%‘gt ros, en
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polvo o liofilizados o yemas de huevo.

Con referencia ahora a la Figura 4, un método
ejemplar para probar la presencia del factor de transferencia
no mamifero especifico para uno mas antigenos en Uuna
solucidn, conocida como un ensayo de cojinetes de ratdn, se
representa esquematicamente.

Aungue siete dias (7) antes de probar la
efectividad del factor de transferencia de aves para provocar
que ratones produzcan una respuesta 1inmune secundaria a un

antigeno particular o patdégeno para el cual fue especifico el

factor de transferencia de aves, se prepara una poblacidn de

control positiva de seis ratones c¢/BALB hembras. Cada ratdn
30 de 1la poblacidén de control positiva, dque tiene de
aproximadamente nueve (9) semanas a aproximadamente diez (10)
semanas, se anestesid con isoflurano. Aproximadamente 0.02 ml
de una mezcla de 50/50 (p/p) del adyuvante de Freund vy el

antigeno 36 particular contra el cual el factor de

transferencia de aves a probarse es especifico, se administra
a cada ratdédn 30 por medlo de dos inyecciones lntramusculares,
una 1inyeccidn en cada lado de la base 392 de la cola 38. Ya

que estas inveccliones se llevan a cabo alrededor de siete (7)

dias antes de llevar a cabo el ensayo de cojinetes de ratdn,

los ratones de la poblacidn de contreol positiva se les
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prueba de cojinetes de ratdn, los ratones de una primera

poblacidén de prueba, que también incluye seis ratones c¢/BALB

hembras que tienen aproximadamente de nueve (9) a
aproximadamente diez (10) semanas (es decir, aproximadamente
la misma edad gque los ratones de la poblacidn de control
positiva), también se anestesian con isoflurano.
Aproximadamente 0.5 ml de una solucidn 20, 24 que 1ncluye una
preparacidn que contiene el factor de transferencia de aves y

el anticuerpo de aves, reconstituida en agua destilada,

entonces se administra por inyecclidn subcutédnea en la parte
posterior del cuello 40 de cada ratdbn 30 de 1la primera
poblacién de prueba. Al comparar los resultados obtenidos de
estos ratones con los resultados obtenidos de los ratones de

una segunda poblacidn de prueba que se habla tratado con una

preparacidén sustancialmente 1libre de anticuerpos, puede
determinarse las contribuciones relativas del factor de
transferencia y el anticuerpo para la tumefaccidn. Ya que los
anticuerpos no producen una respuesta inmune secundaria, se

crevd antes de llevar a cabo los experimentos descritos en la

presente que la medida de la respuesta 1nmune secundaria en

la primera vy segunda poblaciones de prueba de los ratones

podria ser muy similar.
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Cada ratén de la segunda poblacidén d que

incluye Sels ratones c/BALB hembras, c%@‘?"fiﬁﬂi‘r@i enen
| de la Fropiedaag

aproximadamente de nueve (9) a aproximadamentandchisgial (10)
semanas de edad, (es decir, aproximadamente la mlsma edad gue
los ratones de las poblaciones de control positiva y primera
de prueba), también se anestesian con isoflurano. A cada uno
de los seis ratones 30 se les proporciona, mediante inyeccidn
subcutanea en la parte posterior del cuello 40,
aproximadamente 0.5 ml de una solucidn 22, 26 que incluye,
reconstituida en agua destilada, una preparacidn del factor
de transferencia de aves de antigeno especifico liofilizada
sin sustancialmente antlcuerpos.

Una poblacidn de control negativa también 1incluye
seis ratones c¢/BALB hembras de aproximadamente nueve (9) a
aproximadamente diez (10) semanas de edad (es decilr,
aproximadamente las mismas edades que las otras poblaciones

de ratones).

Para poder llevar a cabo el ensayo de cojinetes de

ratdén, los ratones de cada una de las cuatro poblacliones se
anestesian v se miden las distancias a través de cada

cojinete 32 trasero derecho méds grande y el cojlnete 34

derecho izguierdo més grande de cada ratdn 30, tal como con

un calibre de Starrett. El1 cojinete 32 trasero derecho

entonces se 1invyecta subcuténeamente con una solucidn que

contiene el antigeno 36. El cojlinete 34 trasero izquierdo, el
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cual se utiliza como control, se 1nyecta con apr?ﬂj;llj%a!d mente
S

el mismo volumen de un solucidn 37 de con“

diluyente de solucidn salina estéril, como eﬂndﬁ@ﬁfmmn de

solucidén que se inyecta en el cojinete 32 trasero derecho.

Después de gque ha transcurrido una cantidad
suficiente de tiempo (por ejemplo, aproximadamente dieciséls
(16) a aproximadamente veinticuatro (24) horas), cada ratdn

30 se anestesia nuevamente y se miden las distancias a traveés

de los cojinetes 32, 34 traseros derecho e 1izqulerdo. Una

cantidad significante de tumefaccidn, determlinada por un
incremento en las distancias a través de un cojlinete 32
trasero derecho del ratdén 30, es indicativa de la ocurrencila
de una reaccidn de hipersensibilidad tipo retardada en ese
cojlnete 32.

Desde luego, diferentes solucliones 24, 26 due
incluyven los factores de transferencia con especificidades

para diferentes antigenos pueden probarse en diferentes

pruebas de ratones para detectar cualquier diferencia en las
capacidades de estas soluciones para transferir la inmunidad
de hipersensibilidad tipo retardada a 1los ratones. Ademas,
los resultados para cada solucidn pueden compararse con
aquellos obtenidos a partir de las poblaciones de control

positiva v de control negativa de los ratones 30. Si se

presenta una tumefaccidn significativa en los cojinetes 34

traseros derechos de 1los ratones 30 a 1l1los cuales se
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administrd una solucidn sustancialmente libre
tal como la solucidn 22 o la solucidn 23 de  la E%l%aﬁ’“ﬁ“aﬁ@, la
@ Ia Propiedad
hipersensibilidad tipo retardada que provoca tal Indiggkeccidn
se atribuye al factor de transferencia administrado.
Los sigulentes ejemplos solamente son ilustrativos
de las modalidades del método para dJgenerar, obtener vy

utilizar el factor de transferencia dque 1incorpora 1las

ensefianzas de la presente invencidn:

EJEMPLO 1

El factor de transferencia especifico para el Virus

~de Newcastle se generd al exponer a pollitos de un dia de

edad a una fuerte aspersidn de la wvacuna de bronquitis

infecciosa /virus de Newcastle (IBNC), como se conoce en la
técnica, en cero (0) dias, cuarenta y dos (42) dias y ochenta
y cuatro (84) dias. Los huevos puestos por estas cinco
gallinas en aproximadamente clento setenta y cinco (175) dias
después de 1la primera 1inyveccidn de la wvacuna de IBNC se

recolectaron.

EJEMPLO 2
Las yemas de una primera prueba de los huevos que
contienen el factor de transferencia de antigeno especifico
generados en el EJEMPLO 1 se separaron de las claras,

diluidas aproximadamente sels (6), a aproxlmadamente nueve
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(9) veces en volumen, en agua desionizada™~={& ecir,

Insiifuio
aproximadamente una (1) parte de la clara de huésdcamzclada
G2 la Propiedad

con aproximadamente cinco (5) partes desdusigigpa a

aproximadamente ocho (8) partes de agua) y se congelaron. La

5 capa de lipido de estas yemas de huevo congeladas se separd

mecanicamente de la fraccidén soluble en agua de las yemas de
huevo. Esta fraccidén soluble en agua entonces se dejo
deshelar a temperatura de aproximadamente 4°C a
aproximadamente 6°C y el wvacio se filtrd mediante el uso de
10 un papel de filtro cualitativo de Whatman utilizando un
embudo de Bilichner de porcelana de 55 mm de diametro. La
filtracidédn entonces se filtrdé al vacio a través de un filtro

de microfibra de vidrio, nuevamente utilizando un embudo de

Biichner de 55 mm de diametro.

15 Una tercera filtracidn entonces se 1llevdé a cabo
para recolectar las proteinas y para remover los 1lipidos y
lipoproteinas de la solucidn. La tercera filtracidn se
efectud por medio de una membrana hidrofilica de DURAPORE. La
fracciédn que contenia la proteina, gque 1incluyd tanto al

20 factor de transferencia como el anticuerpo especifico para el

patdgeno de bronquitis infecciosa y el virus de Newcastle se
recolectd, congeld vy 1liofilizd, o se secd para luego

congelar, como se conoce en la técnica.,
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EJEMPLO 3

as fracciones solubles en las

dé Ia Prc ieda
preparaciones de vyvema diluilda de una segunda mugs ﬁ?‘i e los

huevos recolectados en el EJEMPLO 1 se separaron nuevamente
en forma mecédnica de las porciones de lipidos de las mismas Vv

se filtraron, como se explica previamente en la presente en

el EJEMPLO 2.

De acﬁerdo con el método descrito en la Patente
Norteamericana 4,180,627, 1la cual se expidid a Klesius et
al., la descripcidn de la cual se incorpora en la presente

para esta referencia en su totalidad, un volumen adecuado de

alcohol etilico (EtOH), o etanol, se agregd a la fraccidn que
contenia proteina para diluir el alcohol etilico a una
/

concentracidén de aproximadamente 60% del volumen total de 1la

solucidén de fraccidén de alcohol-proteina. Esta solucidn

entonces se enfrio a una temperatura de aproximadamente 4 a

aproximadamente 6°C durante un periodo largo suficiente de

tiempo (por ejemplo, durante la noche, 0 por aproximadamente
10-12 horas) para protelnas de peso molecular mas dJgrande,
incluyendo anticuerpos, presentes en la solucidn para

precipitarse a partir de la solucidbn. Protelnas de peso

molecular més pequefio (por ejemplo, proteinas gque tienen

pesos moleculares de aproximadamente 8,000 D o menos), que

incluyen cualquier factor de transferencia a partir de las

yemas de huevo permanecieron en la soluciodn.
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El precipitado dgque contenia la proteina;ﬁg}ﬁiﬁgeso

,. . Wiexican
molecular méas grande entonces se removid de gkdeq ?%lfé:d@g al

filtrar la solucidn a través de un filtro de mic’?cgj%ﬁ@gé de

vidrio de Whatman en un embudo de Blichner de 55 mm de

didmetro. CELITE®, una diatomita o tierra diatoméacea,
auxiliar de filtracién disponible de Celite Corporation de

Lompoc, California, se utilizd para evitar que el precipitado

tapard el filtro durante la filtracidén de la solucidn. Esta
solucidén libre de precipitado sustancialmente entonces se

recolectd, congeld vy liofilizdé como se conoce en la técnica.

EJEMPIL.O 4
Cada ratdén de una poblacidn de prueba dque incluyod
tres ratones c¢/BALB, cada uno teniendo una edad en el margen

de aproximadamente nueve (9) a aproximadamente diez (10)

semanas, se probd para determinar si el factor de

transferencia de aves especifico-IBNV podria impartir una

respuesta inmune, de hipersensibilidad tipo retardada o
secundaria temprana a los ratones. Cada ratdbn se anestesid
con isoflurano. Las distancias a través de los cojinetes méas

largos de ambas patas traseras izquierda y derecha de cada

ratdn entonces se midieron con un calibre de Starrett. A cada

ratdn entonces se le dio una inveccldn subcutanea en la parte

posterior del cuello de aproxlimadamente 0.5 ml de una

solucidén que incluyd aproximadamente 16% en peso del factor
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de transferencia de aves especifico-1I

agua destilada.

Después de aproximadamente velinticuatro (’EE stg!:as,

cada uno de los ratones nuevamente se anestesid con
5 isofluranoc. Aproximadamente 0.01 ml de un diluyente de
solucidn salina estéril entonces se 1nyectd en el cojlnete

mas largo de la pata trasera del ratdn, cuyo cojlnete sirvid

como control, mientras el cojinete més largo de la pata
trasera derecha de cada ratdn se 1nyectd con aproximadamente
10 0.01 ml de una solucidn qgque incluye aproximadamente 10,000

dosis de la wvacuna de Newcastle-Bronquitlis reconstituida en

aproximadamente 250 ml de agua destilada.

Antes de gque hubieran transcurrido otras

veinticuatro (24) horas, uno de los ratones (Ratdn #1) muriod.

15 L.os dos ratones restantes nuevamente se anestesiaron <con

isoflurano vy los cojlnetes méds largos de sus patas traseras

nuevamente se midieron. Los resultados en lo sigulente:

TABIA 1

20 Virus de Newcastle-Poblacidén de Prueb=za

Tamanio del cojinete (um):

Antes de la Final Diferencia l

L
Inyeccidn
de Prueba |

Ratdn #1 o 1 I
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Pata l1lzquierda (Control) I2150
 Pata derecha (Prueba) 2151 l | ol
NIV RN IT=I R[S T
| Ratoén #2 ‘lﬁdusﬁiai
Pata l1zquierda (Control) 2180 2350 50
Pata d§£§cha (Pruegé) 2165 HL%440 - 85__“
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El incremento méds grande en tamarfio, o tumefaccidn,
del cojinete derecho (incrementos de 85 um y 90 um) sobre
aquel del cojinete derecho (incrementos de 50 yum y 15 um
respectivamente), 1indica que la solucidn dque contiene el
factor de transferencia de aves especifico-IBNV indujo una

reaccidn de hipersensibilidad tipo retardada en la pata

derecha del Ratdéon #2 y el Ratdn #3 dentro de aproximadamente
veinticuatro horas después de la introduccidn de la vacuna de
Newcastle-Brongquitis.

Fn los ejemplos restantes, sustancialmente 1los
mismos métodos que aquellos descritos en los EJEMPLOS 1-3 se
utilizaron para generar los factores de transferencia de aves
especificos para diferentes tipos de antigenos, incluyendo
sarampidn, paperas, rubéocla, Hepatitis B, virus de Epstein-
Barr (EBV), v H. pylori.

La efectividad de cada uno de estos diversos tipos
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de factores de transferencia de aves de ant ifico

en inducir 1las respuestas inmunes de hlpersen@z‘lagﬁi%lj;gad de
tipo retardada o secundaria temprana en mamlr%eé;:aoigcgn%%?%es se
probd por medio de los ensayos de cojlnetes de ratones. Cada
tipo de factor de transferencla de aves de antigeno
especifico se probd utilizando cuatro poblaciones diferentes
de ratones, incluyendo una poblacidn de control positiva, una
primera poblacidn de prueba, una segunda poblacidn de prueba,
v una poblacidn de control negativa, las cuales se prepararon
como se describe previamente en la presente con referencia a
la Figura 4. El ensayo de cojinetes de ratdn para cada tipo
de factor de transferencia de antigeno especifico se llevd a
cabo de acuerdo con las ensehanzas de Petersen EA, Greenberg
LE, Manzara T y Kirkpatrick CH, "“Murine transfer factor”, I.
Description of the model and evidence for specificity, J.
Immunol., 126: 2480-84 (19281), descripcidn de 1la cual se
incorpora en la presente para esta referencia en su
totalidad.

En cada ensavo de cojinete de ratdn, cuatro
poblaciones de ratones se prepararon en la forma descrita en

la referencia a la Figura 4.
Al llevar a cabo los diversos ensayos de cojlnetes
de ratones en <cada una de las poblaclones de control

positiva, de primera y segunda prueba, y de control negativa,

cada ratdén se anestesid con isoflurano, el cojinete més largo



10

15

20

29

34

del cojinete trasero izquierdo de cada ratodn,

' , . AT 78 oy
como control, se 1nyectd con aproximadamenteg 0.0194dsrnde un

o

=& la Propiedad
diluyente de solucidn salina estéril, y el cojinetiddudgallargo

de la pata trasera derecha de cada ratdn se inyectd con
aproximadamente 0.01 ml de wuna solucidn dque 1incluye el
antigeno o patdgeno para el cual fue especifico el factor de
transferencia de aves.

Aproximadamente dieciséis (16) a aproximadamente
veinticuatro (24) horas después de las 1nyecciones de
cojlinetes traseros, cada uno de los ratones de las
poblaciones de control ©positiva, prueba, y de control
negativa se anestesid nuevamente con isoflurano y los tamanos
de los cojinetes traseros izquierdo y derecho de cada uno de
los ratones se midid nuevamente, por ejemplo, con un Calibre

de Starrett.

EJEMPLO 5

Al utilizar los mismos procedimientos descritos en
los EJEMPLOS 1-3, el factor de transferencla de aves y 1los
anticuerpos de aves especificos para la vacuna de sarampiOn,
paperas vy rubéola (MMR) se dgeneraron eﬁ gallinas. Cada
gallina recibid® una dosis de la wvacuna de Merck MMR ITI, como
se describe en el EJEMPLO 1 en 150 dias, 163 dias, 190 dias,
221 dias y 249 dias. Los huevos se recolectaron de estas

gallinas justo después de la tercera inoculacidn - cierto




