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| CAMPO TECNICO g

La presente invencidén se refiere, en general, a, las
composiciones que tienen un factor de transferenciai Y,
mas especificamente, las composiciones que tienen ﬁgictor
de transferencia de diferentes tipos de animales fuefite.
La presente invencidn también se refiere a los métédos
para preparar las composiciones que tienen diferentes
tipos de factor de transferéncia y a los métodos };iaara

producir o intensificar una respuesta inmunitaria mediada

por células T por el sistema l1nmunitario de un individuo.

—

}
ANTECEDENTE :

Muchos de los patdgenos mortales pasan a los huménos

precedentes del reino animal. Por ejemplo, los monos ;son

la fuente del virus de inmunodeficiencia humana tipo I

(VIH-I), que causa el sindrome - de inmunodeficieﬂcia

)
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|
:
i
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adquirida (SIDA) vy la viruela de 1los monos, quesfééiﬁ;.

L
. . : Nl 0 R
semejante a la viruela; se considera que los méMEFEFos . )i.7
| e usirial
terrestre son la fuente del virus de Ebola: 1os

murclélagos fruteros y cerdos son el origen del virus de

5 Nipah; el virus de Hendra viene de los caballos; el virus
responsable de la "“influenza de Hong Kong” originada en
pollos; y las aves silvestres, especlalmente los patos,
son la fuente de muchos de 1los virus de influenza
mortales. Muchas enfermedades también tienen reservorios

10 anlmales. Por ejemplo, los ratones portan el virus de

Hanta, las ratas portan la plaga negra y el venado porta

la enfermedad de Lyme.

El sistema inmunitario

15 Los sistemas inmunitarios de los vertebrados estan
equlpados para reconocer y defender el cuerpo contra
organismos patdgenos invasores, como 10s parasitos,

pacterias, hongos y virus. Los sistemas inmunitarios

vertebrados por lo regular tienen un componente celular %

200 un componente no celular.

El componente celular de un sistema inmunitario

puede ser los denominados “linfocitos”, O células
sangulneas blancas, de las cuales existen diversos tipos.

25 ks el componente celular de un sistema inmunitario maduro
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involucrado en una respuesta secundaria, especifica hacia

los patédgenos.

En la respuesta primaria, o inicial a una infeccidn
por un patogeno, las células sanguineas blancas que se
conocen como fagocitos localizan y atacan los patdgenos
invasores. Por lo regular, un fagocito internalizard o

10 “comera” un patdgeno, luego digerira el patdégeno. Ademés,

las células sanguineas blancas producen y excretan

sustanclias quimicas en respuesta a las infecciones

patogenas destinadas a atacar los patdégenos o ayudar a

diriglr el ataque sobre los patégenos.

15
Solo si una infeccién por patdgenos invasores elude
la respuesta inmunitaria primaria es necesaria una
respuesta 1inmunitaria secundaria, especifica hacia el
patogeno. Cuando esta respuesta inmunitaria secundaria
20 normalmente se retarda, también se conoce cComo

"hipersensibilidad de tipo retardado”. Un mamifero, por

L

S1  mismo, normalmente no producird una respuesta

inmunitaria secundaria hacia un patdgeno hasta
aproximadamente siete (7) a aproximadamente catorce (14)

25 dlas después de haber sido infectado con el patdgeno. La
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Los patogenos tienen una © mas protelnas caracterlstJ@¥@%®ﬂI@u
las cuales se conoce como “antigenos”. En una respuesta

5 1nmunitaria secundaria, células sangulneas blancas

conocidas como linfocitos B, o “células B”, vy 1los
linfocitos T, o “células T”, “aprenden” a reconocer uno o
mas de los antigenos de un patégeno. Las células B y las
celulas T trabajan juntas para generar proteinas
10 denominadas “anticuerpos” que son especificas para (por
ejemplo configuradas para unirse o de otro modo
"reconocer”) uno o m&s de ciertos antigenos sobre un

patdgeno.

15 Las células T son responsabies principalmente de 1la
hipersensibilidad secundaria o de tipo retardado, 1la

respuesta 1nmunitaria a un patdgeno o agente antigénico.

Existen tres tipos de células T: células T cooperadoras,
Icélulas T supresoras y <células T especificas del
20 antigeno, que también se conocen como linfocitos T
citotdxicos (lo que significa que “asesinan células”)

(Llos CTL) o células T asesinas o células asesinas

naturales (NK). Las «células T cooperadoras vy las T
supresoras, aunque no especilficas para algunos antigenos,

25 realizan funciones de acondicionamiento (por ejemplo la
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un hospedero infectado.

Los anticuerpos, que constituyen solo una parte del

componente no celular de un sistema inmunitario,
reconocen antigenos especificos y, de este modo, se dice
que son ‘“especlficos del antigeno”. Los anticuerpos
generados entonces ayudan béasicamente a las células
sanguineas blancas a ubicar y eliminar del cuerpo al
patogeno. Por lo regqgular, una vez que una célula

sangulnea blanca ha generado un anticuerpo contra un

patdgeno, las células sanguinea blanca y todas sus

progenitoras siguen produciendo el anticuerpo. Después de

que se elimina una infeccidén, una pequefla cantidad de

células T y B que corresponden a 1los antigenos

reconocidos se mantienen en un estado “latente”. Cuando

los agentes patogénicos o antigénicos correspondientes de
nuevo 1infectan al hospedero, las células T y células B
“latentes” se activan y, en aproximadamente cuarenta vy

ocho (48) horas, inducen una respuesta inmunitaria

rapida. Al responder de este modo, el sistema inmunitario

monta una respuesta inmunitaria secundaria hacia un

patogeno, se dice que el sistema inmunitario tiene una

‘memoria” para ese patdgeno.



10

15

20

25

También se sabe que 1los sistemas 1nmun1tarlos desirre
@Pmrm gale
mamlfero producen proteinas més pequenas conoc1das cci%
vetrial
"factores de transferencia”, como parte de una respuesta
lnmunitaria secundaria a los patdgenos infecciosos. Los
factores de transferencia son otra parte no celular de un
sistema inmunitario de mamifero. Se piensa que los
factores de transferencia especificos del antigeno son

estructuralmente analogos a los anticuerpos, pPero a una

escala molecular mucho més pequefia. Los factores de

transferencia y anticuerpos especificos del antlgeno
tienen lugares especificos del antigeno. Ademés, los
factores de transferencia vy los anticuerpos tienen
regiones altamente conservadas que interactian con sitios
receptores en sus ceélulas efectoras respectivas. En las
moléculas del factor de transferencia vy anticuerpo una
tercera regidn, "“ligador”, conecta los sitios especlficos

del antigeno y las regiones altamente conservadas.

La funcidn del factor de transferencia en el sistema
lnmunitario
El factor de transferencia es un aislado de
linfocitos de peso molecular bajo. En pocas palabras,
los factores de transferencia pueden tener especificidad
para antlgenos individuales. Las Patentes de Estados

Unidos 5,840,700 y 5,470,835, ambas publicadas para
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el alslamiento de los factores de transferenci

Kirkpatrick y col., (en adelante mencionadas en fo;mé'.,ff;{,.a

especificos para ciertos antigenos. En un sentido amplio
los factores de transferencia “especificos” han sido
generados de cultivos celulares de linfocitos
monoclonales. Aun si estos factores de transferencia se
generan contra un patdgeno 1individual, estos tienen
especificidad para una variedad de lugares antigénicos
de ese patdgeno. Asi pues, se dice que estos factores de
transferencia son “especificos del patédgeno” en lugar de
especificos del antigeno. Del mismo modo, los factores
de transferencia que se obtienen de un hospedero que ha
sido infectado con un cierto patégeno son especificos

del patdgeno. Aunque tales preparados muchas veces se

conocen en la técnica como ‘“especificos del antigeno”
por su habilidad para producir una respuesta inmunitaria
secundarla cuando esta presente un antigeno particular,
en estos preparados también pueden estar presentes
factores de transferencia con diferentes especificidades
asl pues, incluso los denominados preparados de factores
de transferencia especificos del patégeno, “especificos
del antigeno” pueden ser especificos para una variedad

de antlgenos.
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pueden hacer que un hospedero desencadene una respuesta
inmunitaria de hipersensibilidad de tipo retardado hacia
los patdgenos o antigenos para los cuales tales moléculas
factores de transferencia no son especificas. El factor
de transferencia “hace salir” por lo menos las células T
no especificas, 1las células T inductoras vy 1las T
supresoras, para un patdgeno infeccioso © agente
antigénico para facilitar wuna respuesta inmunitaria
secundaria, © de hipersensibilidad de tipo retardado

hacia el patdgeno infeccioso o agente antigénico.

Normalmente, el factor de transferencia incluye un
alslado de proteinas de peso moleculares menores de
aproximadamente 10,000 daltons (D) que sean han obtenido
de mamiferos inmunoldgicamente activos. Es sabido que el
factor de transferencia, si se adiciona in vitro o in
Vivo a los sistemas celulares inmunitarios de mamifero,
mejora o normaliza la respuesta del sistema inmunitario

del mamifero receptor.

Los sistemas inmunitarios de recilién nacilaos
normalmente no han desarrollado, o “madurado”, suficiente

para defender efectivamente al recién nacido contra
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patdgenos por sus madres. Asi pues, muchos mamiferos
recién nacidos no pueden desencadenar inmediatamente una
5 respuesta secundaria a una variedad de patdgenos. En
campi1o, los mamiferos recién nacidos normalmente reciben
1nmunidad secundaria a los patdédgenos a través de sus
madres. Una forma bien conocida en la que las madres

refuerzan los sistemas inmunitarios de los recién nacidos

10 es proporcionando al recién nacido una serie de factores
de transferencia. En los mamiferos, el factor de
transferencia lo proporciona la madre a un recién nacido
en el calostro, que normalmente es sustituido por la
leche materna después de un dia o dos. El1 factor de

15 transferencia basicamente transfiere al recién nacido la
inmunidad adquirida, especifica de la madre (es decir, la
hipersensibilidad de tipo retardado). Esta inmunidad
transferencia normalmente acondiciona 1las c¢élulas del

sistema 1nmunitario del recién nacido para reaccionar

20 contra los ©patdgenos en una forma especifica del

antigeno, también en un modo no especifico del antigeno o
el patdgeno, hasta que el sistema inmunitario del recién

nacido puede por si mismo defenderse de los patdgenos.

4

Asl pues, cuando esta presente el factor de

25 transferencia, el sistema 1inmunitario del recién nacido
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una respuesta de hipersensibilidad, como la que suc:e eadugliial

con una respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado,

comun. Por consiguiente, se dice que el factor de

5 transferencia “arranca” la respuesta de 1los sistemas

inmunitarios a los patégenos.

Una buena parte de la investigacidén que involucra el

factor de transferencia se ha realizado en afos

10 recientes. En la actualidad, se considera que el factor
de transferencia es una proteina con una longitud de
aproximadamente cuarenta y cuatro (44) aminodcidos. El
factor de transferencia normalmente tiene un peso

molecular en el intervalo de aproximadamente 3000 a

15 aproximadamente 5000 daltons (Da), o aproximadamente 3
kDa a aproximadamente 5 kDa, pero puede ser posible que
las moléculas del factor de transferencia tengan pesos
moleculares fuera de este intervalo. También se piensa
que el factor de transferencia tiene tres fracciones

20 funcionales, <cada wuna de las cuales puede incluir
diferentes ti1pos de moléculas del factor de

transferencia: una fraccidén inductora; una fraccidn

supresora 1nmunitaria y una fraccidén especifica del
antigeno. También se cree que el factor de transferencia *

25 tiene una porcidn nucledsido que podria estar conectada a
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intensificar la habilidad del factor de trans@é@énﬁida‘
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para hacer que un sistema inmunitario de mamifero

desencadene una respuesta inmunitaria secundaria. La
porcidon nucledsido puede ser parte de las fracciones

1nductora o supresora del factor de transferencia.

La regidn especifica del antigeno de los factores de
transferencia especificos del antigeno, seguin se piensa,
comprenden aproximadamente ocho (8) a aproximadamente
daoce (l2) aminoacidos. Una segunda regidén altamente
conservada de aproximadamente diez (10) aminoacidos es
considerada una regidn de unidén al receptor de celulas T
de afinidad muy alta. Los aminocdcidos restantes pueden
contribulr a ligar las dos regiones activas o pueden
tener otras propiedades todavia no descubiertas. La
regidn especifica del antigeno de una molécula factor de
transferencla, que es analoga a la estructura especifica
del antigeno conocida de un anticuerpo, pero a una escala
de peso molecular mucho méds pequeiia, parece  ser
hipervariable y esta adaptada para reconocer una proteina
caracteristica en uno o més patdgenos. Se piensa que las
fracciones inductora y supresora inmunitarias imparten al
factor de transferencia su habilidad para acondicionar

las diferentes células del sistema ‘-.:inrnunitario de modo

T
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que las células sean mas completamente sensibles a 1los

estimulos patogénicos en su entorno. -@“m;yuxw

Procedencia de los componentes no celulares del sistema
inmunitario

Como es tradicional, el factor de transferencia ha
sido obtenido del calostro de las vacas lecheras, por el
méetodo descrito en US 4,816,563 para Wilson y col., (en
adelante “Wilson”) . S1 bien las vacas lecheras
normalmente producen grandes cantidades de calostro vy, de
este modo, grandes cantidades del factor de transferencia
durante un periodo relativamente <corto, las wvacas
lecheras solo producen calostro durante aproximadamente
un dia o un dia y medio por afio. Asi pues, las vacas
lecheras no son una fuente constante del factor de
transferencia ni wuna fuente eficiente del factor de

transferencia.

FEl factor de transferencia también ha sido obtenido
de una amplia variedad de otras fuentes de mamifero. Por
ejemplo, durante la 1nvestigacidén del factor de
transferencia se han utilizado ratones como fuente de
factor de transferencia. Normalmente se 1ntroducen
antigenos por via subcutdnea en ratones, los cuales luego

se sacrifican después de una reaccion de
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células esplénicas de los ratones. lRCUSLITa
5 Sin bien normalmente se utilizan diferentes

mecanismos para generar la produccidédn de anticuerpos, la
fuente original de anticuerpos también puede ser de
mamlfero. Por ejemplo, es posible obtener anticuerpos
monoclonales inyectando a un ratdén, conejo u otro
10 mamlifero con un antigeno, obteniendo las células
productoras de anticuerpos del mamifero, luego fusionando
las células productoras de anticuerpos con las células

inmortalizadas para producir una lineas de células de

. hibridoma, la cual continuard produciendo los anticuerpos
15 monoclonales a lo largo de varias generaciones de células

y, de este modo, durante un tiempo prolongado.

Se han obtenido anticuerpos contra patdgenos de
mamlifero de una amplia variedad de origenes, incluidos

20 los ratones, conejos, cerdos, vacas y otros mamiferos.

Ademas, los patdgenos que causan algunas enfermedades

humanas, como el resfriado comin, segun se sabe, tienen

orligen en las aves. A medida que se ha reconocido que los
sistemas 1nmunitarios aviarios (es decir, de las aves) vy

25 los sistemas inmunitarios de mamifero son muy semejantes,
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Los anticuerpos aviarios que son especificos para

5 los patdgenos que infectan a los mamiferos, o “patdgenos
de mamifero” han sido obtenidos introduciendo antigenos
en huevos. De otro modo, los anticuerpos pueden estar
presentes en los huevos luego de exponer al antigeno a
los animales origen, incluidos los antigenos de los

10 patdgenos mamiferos. La Patente de Estados Unidos
5,080,895, publicada para Tokoro el 14 de enero de 1992
(en adelante "“la Patente ‘895”), describe un método que

consiste en 1inyectar a las gallinas patdgenos que

. provocan enfermedades infecciosas intestinales en
15 mamiferos neonatos. Luego las gallinas producen
anticuerpos especificos para esos patdédgenos, los cuales

estaran presentes en los huevos que estas ponen. La

patente '895 describe composiciones que contienen estos
anticuerpo's especificos del patdgeno y los utilizan para

20 tratar y prevenir enfermedades intestinales en 1lechos
neonatos y bovinos. El1 tratamiento de infecciones

patogénicas en mamiferos con anticuerpos aviarios puede

tener resultados no deseados. No obstante, puesto que los
sistemas inmunitarios de mamiferos pueden responder

25 negativamente a las grandes moléculas de anticuerpo
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propios anticuerpos. MAas aun, a medida que 1los sr@:ﬂ%mﬂawwwnpo
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inmunitarios de mamifero no reconocen a 1los antlcuerpcﬂ@ St

aviarios como uUtiles por sus habilidades para reconocer

5 clertos patdgenos, O las especificidades de los
anticuerpos aviarios para los antigenos de estos
patdbgenos, 1los anticuerpos aviarios muchas veces no
desencadenan las respuestas inmunitarias deseadas en
mamlferos.

10

Tambieén se sabe que el factor de transferencia puede
obtenerse de los huevos. La Patente US 6,468,534 para
- Hennen y col., (en adelante “Hennen”) describe un proceso

mediante el cual se expone a las pollas (es decir, las

15 gallinas) a uno o mas antigenos, que de como resultado el
desencadenamiento de una respuesta inmunitaria, incluida
una respuesta 1nmunitaria secundaria, a través de 1os
pollos. Como resultado de la respuesta inmunitaria
secundaria, las moléculas de los factores de

20 transferencia estdn presentes en los huevos de 1los
pollos. Entonces los huevos sé pueden procesar para

obtener un producto en el que este presente el factor de

Cransferencia. Un producto como este pude tomar la forma
de un polvo de huevo secado por aspersidén o secado por

25 congelacidn, o liofilizado, y puede estar constituido de
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mezclarse con otras sustancias para luego ser introducido ™"

en las capsulas de gelatina.

La Figura 2 representa en forma de esquema el equipo
para encapsulacidn de un tipo que se utiliza actualmente
para encapsular el factor de transferencia aviario
obtenido de huevo en forma de un polvo de huevo. EI
equlpo de encapsulacién 20 consiste en una tolva
alimentadora de la composicidén 24, una estacidén de
alimentacién 28 y un transportador de tornillo 26 en
comunicacidédn entre cada tolva alimentadora de 1la
composicidn 24 y la estacidén de alimentacidén 28. EI
tornillo alimentador 26 transporta el polvo de huevo
completo desde la tolva alimentadora de la composicidén 24

a la estacidén alimentadora 28.

Cuando funciona el tornillo alimentador 26, éste se
calienta a una temperatura que supera el punto de fﬁsién
relativamente bajo del colesterol, de la yema de huevo,
en el polvo de huevo. El colesterol <calentado es
pegajoso, recubriendo el tornillo alimentador 26, el
conducto que se comunica con éste y 1la éstacién de

alimentacidn 28, disminuyendo con ello la eficiencia con
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consecuencia, el equipo de encapsulacién depe'™ feé

desensamblado y limpiado peridédicamente, lo cual requiere

de una cantidad considerable de tiempo (por ejemplo hasta

aproximadamente 8 horas), dando como resultado una

disminucidén significativa de la productividad del equipo

de encapsulacién 20 y, de este modo, la cantidad de
capsulas que se pueden llenar con éste. Asi pues, el
procedimiento del polvo de huevo completo para obtener un
producto que contenga el factor de transferencia es alto

inconveniente.

Ademas, las composiciones que se derivan de
productos (como huevos o calostro) procedentes de un solo

origen animal normalmente solo tienen moléculas factor de

Cransferencia que tienen la especificad a los antigenos a
los que ha sido expuesto el animal origen. La
consecuencla de tal exposicidn limitada puede ser que
tambien sea limitada la eficacia de las composiciones que
contienen el factor de transferencia para la prevencidn o

tratamiento de algunos tipos de infecciones o estados.

Por consiguiente, seria conveniente una composicién
util para hacer que un sistema inmunitario de un

individuo tratado desencadena una respuesta inmune a una
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variedad muy amplia de patdgenos, asi como un método para
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equlpo para encapsulacidén y otro equipo formador deﬂﬂff’a-*@““‘-*'

composicion.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén incluye una composicién para
desencadenar una respuesta inmunitaria mediada por células

T de un individuo. La composicién incluye el factor de

10 transferencia procedente de por lo menos dos tipos
diferentes de animales fuente. El término “tipo”, cuando se
utiliza en la presente con respecto a los animales fuente,
describe los animales fuente de los cuales puede obtenerse

el factor de transferencia y se refiere a los animales

15 fuente de diferentes clases (por ejemplo mamiferos, aves,
reptiles, anfibios, insectos, etc.). El1 término “tipo”
cuando se utiliza en la presente, también se refiere a los
animales fuente de diferentes subclases, ordenes, (por
ejemplo artiodactilos, primates, carnivoros, etc.),

20 familias (bovina, hominidos, felinos, etc.), subfamilias,
géneros (por ejemplo ganado, humanos, gatos domésticos,

etc.). E incluso especies y subespecies. El uso del término

del término “tipo” en la presente con respecto al factor de

Cransferencia determina el tipo de animal fuente del cual

25 se obtuvo el factor de transferencia.



19 . . | ~

Una modalidad ejemplar de la composicién contiene_el;;vp@

(I

' . ) ‘@ "EH" = 1R ,J-.‘, ,’;‘: -’.} b:J;“
factor de transferencia de animales fuente mamlfer’cg‘sn 'O “’J:—*-‘;ﬁ(i—‘
incusirial

mamiferos, cuyos tipos de factor de transferencia también

S€ conocen en la presente como “factor de transferencia

5 de mamifero” y “factor de transferencia no mamlfero”,
respectivamente. Como ejemplo no limitante, el factor de

transferencia mamifero puede estar incluido en la

este, los cuales en forma colectiva se conocen en la
10 presente como “productos obtenidos de calostro” o de otro

modo, como se sabe en la técnica (por ejemplo como un

extracto leucocito (células sanguineas blancas), como un
extracto esplénico (“del bazo”, etc.). También como un

ejemplo, el factor de transferencia no mamifero de 1la

15 composicidn ejemplar puede obtenerse de un huevo O una
fraccidn o© extracto de éste, 1los cuales también se
mencionan en la presente como “productos derivados de
huevo”. Se ha descubierto que cuando tipos diferentes de
factores de transferencia se combinan y administran a un

20 animal tratado (por ejemplo un mamifero), sucede alguna

sinergila.

Cuando una composicién de la presente invencidn
contiene un producto derivado de calostro y un producto

25 derivado de huevo, ambos productos pueden estar incluidos
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en la mezcla en cantidades (por ejemplo en peso, ef’

volumen, etc., de la mezcla total) que

aproximadamente iguales, o mads de uno de los dos
productos, el producto derivado de calostro o el producto

derivado de huevo. Los resultados experimentales muestran

que el factor de transferencia de los animales fuente que
Lienen jovenes altamente dependientes, como la vaca,
induce una respuesta inmunitaria secundaria relativamente
rapida, Con una anergla (es declir, una ausencia de
sensibilidad mediante 1las células sanguineas blancas a
las moléculas factores de transferencia) en una forma

relativamente rapida. El1 factor de transferencia de 1los
animales origen que tienen jdovenes independientes, como
los pollos y otras aves “gallindceas” no inducen tan
rapido una respuesta inmunitaria secundaria, Y  no
proporcionan una respuesta inmunitaria secundaria mas
sostenida. Por consigulente, las concentraciones
relativas del producto de transferencia derivado de
calostro y el producto derivado de huevo pueden ser
dlsenadas para generar una respuesta lnmuniltaria

secundaria que suceda o se sostenga durante un tiempo

especifico.

Otros 1ingredientes también pueden estar incluidos en

una composicidén que 1incorpore las ensefianzas de la
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invencién puede incluir uno o mas de 1los 51gu_.1hentes-‘ .

vitaminas, minerales, proteinas o productos naturajlues_ﬂ”

(por ejemplo hierbas, hongos, ralces, etcétera) O
eéxtractos de estos. En particular, se cree gque los
polisacaridos proporcionan sinergia adicional en la
eficacia de una composicién de la presente invencién para
desarrollar respuestas inmunitarias secundarias en 1los
animales tratados. Los polisacaridos ejemplares estan
disponibles en forma betaglucanos y extractos de nongos

(los cuales, desde luego, 1ncluyen otros componentes) .

En otro aspecto, la presente invencidén incluye un
metodo para procesar o fabricar un producto derivado de
un huevo que tenga un factor de transferencia. El método
inventivo para procesar o fabricar incluye mezclar un
componente conslderablemente libre de grasa, como puede
ser un producto derivado de calostro, el cual puede o0 no
incluir el factor de transferencia, con el producto
derivado de huevo antes o durante el momento en que el
producto derivado de huevo se este introduciendo en la
fabricacidn u otro equipo de procesamiento. La
encapsulacidén es un ejemplo de un método de procesamiento

o fabricacidn en el que pueden emplearse estas técnicas.

r L |
I ' : '
= —fia— T - . . - i
—— mre d - - !

presente 1invencidén. Por ejemplo, una composicién de &

N
i
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Ademas, la presente invencién incluye un método para
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reduclr la frecuencia de limpieza para el eqd@&é
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fabricacidén o procesamiento, como puede ser el equipo
para encapsulacidn, que se utiliza para procesar un
producto derivado de huevo. Este método incluye mezclar
una sustanclia baja en dgrasa o practicamente 1libre de
grasa, como puede ser un producto derivado de calostro, o

un producto derivado de huevo antes o durante la

introduccidén del producto derivado de huevo hacia el

equipo de procesamiento.

La presente 1nvencidén también incluye los métodos

Ppara tratar a un individuo. Los métodos de tratamiento que

incorporan las enseflanzas de la presente invencidn
incluyen la administracidén de una composicidédn de acuerdo
con la presente 1invencidén a un individuo. Cuando la
composicidn contiene el factor de transferencia, 1la
adminlstracién de la composicidédn al individuo hard que el
sistema inmunitario del individuo desarrolle una respuesta
lnmunitaria mediada por células T o mejore una respuesta
inmunitaria medida por células T a través del sistema

inmunitario del individuo que se ha puesto en marcha.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente

invencidon seran evidentes para los expertos en la técnica

be— - - - =
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

5 En los dibujos, los cuales representan modalidades

ejemplares de los diferentes aspectos de 1la presente

invencion:

La Figura 1 representa un ejemplo de una forma en la

10 que se puede 1ncorporar una composicidén que incorpore las
ensenanzas de la presente invencidn;
La Figura 2 es una representacidén esquemdtica del
equipo de encapsulacidén que puede utilizarse ©para
15

introducir una modalidad en polvo de la composiciédn de la

presente i1nvencidn en capsulas de gelatina; v

La Figura 3 muestra el esquema de un protocolo de

prueba ejemplar que fue llevado a cabo para determinar la

20 eficacia de 1los diferentes aspectos de la presente

invencidn.

. MEJOR MODO DE LLEVAR A CABO LA INVENCION

Una modalidad ejemplar de la composicidén que

25 1ncorpora las ensefanzas de la presente invencién
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diferentes tipos de animales origen. Como ejemplo tReYS{IE
limitante, una composicién de acuerdo con 1la presente
invencién puede contener factor de transferencia mamifero

y factor de transferencia no mamifero.

Los diferentes tipos de factor de transferencia de
la composicién inventiva pueden obtenerse de cualquier
origen adecuado. Por ejemplo, el factor de transferencia
mamlfero puede obtenerse de calostro, como se describe en
Wilson o de otro modo como se sabe en la técnica (por
ejemplo un extracto de leucocitos (células sanguineas
plancas, un extracto esplénico (“proceden del bazo”) ,
etc.). Una fuente ejemplar de factor de transferencia no
mamifero es un huevo de un animal, como un pollo, como se
describe en Hennen. Asi pues, una composicién de acuerdo
con la presente invencidén puede contener un primer
componente que consiste en calostro o una fraccidén o
eXtracto de eéste, los cuales se mencionan en forma
colectiva en 1la presente como “producto derivado de
calostro”, asl como un segundo componente que consista en
huevo o© una fraccidén o extracto de este, 1los cuales
tambien se conocen en la presente como “productos

derivados de huevo”.
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arregio mas amplio de especificidad al antigeno o
especificidad al patdgeno, comparados con las
composiciones que contiene el factor de transferencia
convencional. Asi pues, una composicién de acuerdo con 1la
presente 1nvencidn puede alistar al sistema inmunitario
de un animal tratado para desencadenar una respuesta
inmunitaria mediada por células T contra un arreglo mas
amplio de patdgenos comparados con aquellos contra los
cuales son eficaces las composiciones que contienen el
factor de transferencia convencional. Esto se debe a que
diferentes tipos de animales pueden  exponerse a
diferentes tipos de antigenos o patdgenos, como puede ser
por vacunacidn, los entornos del animal o similares. M&as
aun, se sabe que algunos estados en algunos animales son
causados por 1infeccidén multiple, incluso extendiendo 1la
especificad de una composicidén de acuerdo con la presente
invencidn. Por ejemplo, uno o mds patdgenos pueden
atectar de manera adversa (por ejemplo suprimir o
monopolizar) el sistema inmunitario del hospedero, aunque

se puede permitir que uno o0 mas patdgenos diferentes

provoque un estado de enfermedad en el hospedero. Como
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Como ejemplo, una composiciodn que 1ncluya
componentes que contengan factor de transferencia de
vacas y pollos incluird moléculas del factor de
Lransferencia que sean especificas a 1los antligenos o
patdgenos a los que se expusieron las vacas, asi como
moléculas factores de transferencia que tengan
especificidad para los antigenos o patdédgenos o a los que
se expusieron los pollos. Como las vacas y los pollos
pueden ser expuestos a los antigenos o patégenos a los
que no se exponen al otro, una composicidn como esta
puede contener moléculas factores de transferencia con
especificidades del antigeno patégeno que no estaria
presente en una composicidén que incluya solo factor de
transferencia de vacas (por ejemplo de un producto
derivado de calostro) o factor de transferencia de pollos

(por ejemplo a través de un producto derivado de huevo).

Una composicidén de la presente invencidén puede
incluir aproximadamente las mismas cantidades, medidas en
términos de peso o volumen, de un producto derivado de
calostro y un producto derivado de huevo (es decir,

aproximadamente 50% del producto derivado de calostro vy
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Otro modo, una composicién que incorpore las ensenanza%ﬂjh;‘siu%;f

producto derivado de calostro (por ejemplo

aproximadamente 35% o 60%, en peso combinado del producto
derivado de calostro y el producto derivado de huevo)

comparado con el derivado de huevo

producto

otra

(aproximadamente 15% o 40%, en Como

peso) .
alternativa, la composicién inventiva puede contener méas

producto derivado de huevo (por ejemplo aproximadamente

60% u 85%, en peso) comparado con el producto derivado de

calostro (por ejemplo aproximadamente 40% o 252 en peso).

Como otro ejemplo, una composicidn que 1ncorpore las
ensenanzas de la presente invencién puede contener
aproximadamente 1% en peso, de un producto derivado de
calostro O un producto derivado de huevo %

aproximadamente 99% en peso del otro producto derivado de

calostro o el producto derivado de huevo. Aunque las

cantidades especificas del producto derivado de calostro
Yy el producto derivado de huevo han sido proporcionadas,
cualquier combinacién de estas dentro del alcance de la

presente 1invencidn.

Ademas, de contener una fuente de factor de

transferencia (por ejemplo un producto derivado de
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calostro, un producto derivado de huevo, etc.), .«
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composicidn que incorpore las ensefianzas de la pi@%@ﬁiﬁ@pﬁ@da@

. - ... .. - lndustrias
lnvencion  puede contener uno O mas 1ngredientes

diferentes, que incluye, pero no se limita a, vitaminas,

5 minerales, proteinas, productos naturales (por ejemplo
hierbas, hongos, raices, etc., o extractos de éstos), vy
similares. Los ingredientes adicionales pueden ser utiles
para obtener otras ventajas para los individuos a los que
se administra la composicién, o puede intensificar la

10 habilidad del factor de transferencia en 1la composicidn

para desarrollar o intensificar una respuesta inmunitaria

secundaria o hipersensibilidad de tipo retardado.

Como se muestra en la Figura 1, sin limitar el

15 alcance de la presente invencién, una composicidédn 10 de
acuerdo con la presente invencién puede tomar la forma de
una sustancia en polvo o en particulas, la cual incluye
los multiples tipos de factores de transferencia (no se
muestra). Para garantizar que se administre a un

20 1ndividuo (no se muestra) una dosis apropliada y precisa
de la composicidén 10, 1la composicidén 10 puede estar

contenida dentro de una cépsula de gelatina 12 de un t1ipo

que es bien conocido y facilmente disponible para 1los
expertos en la técnica. El resultado es la capsula 14

25 1lustrada. De otro modo, una composicién de acuerdo con
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liquido, un gel o en cualquier otra forma aceptada para

uso farmacéutico. Los procesos adecuados para poner la

> composicidén inventiva en cualquier forma de estas son

evidentes para los expertos en la técnica.

En una modalidad ejemplar de un método para preparar

O formar una composicién de acuerdo con la presente

10 invencidn, wun primer tipo de factor de transferencia
puede combinarse con un segundo tipo de factor de
transferencia. Ademds, uno o0 mas tipos diferentes de

factor de transferencia pueden combinarse con un primer vy

segundo tipos de factor de transferencia. Los diferentes

15 tipos de factor de transferencia que se combinan pueden
ser factor de transferencia considerablemente purifilcado,
los componentes o “productos” que contengan el factor de

transferencia, o cualquier combinacidén de éstos.

20 Regresando de nuevo a la Figura 2, un proceso para
formar capsulas 1llenadas con la composicién 14, como

puede ser la que se muestra en la Figura 1, se

proporciona solo como un ejemplo de un método para
preparar una composicldn que incorpore las ensefanzas de

25 la presente invencién. Como se muestra, se prepara la
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composicidn 14 utilizando el equipo de encapsulaciQ@@@@Mﬂa;
normal 20 de un tipo conocido en la industria, como puede
ser la maquina llenadota de capsulas SF-135 disponible de

CapPlus Technologies de Phoenix, Arizona.

Ademas de wuna o mas tolvas alimentadoras de la
composicién 24, un tornillo sinfin 26 asociado con cada
tolva alimentadora de la composicién 24 y una estacidn
alimentadora 28 con la cual se comunica cada tornillo
alimentador 26 y el conducto 27 dentro de cada tornillo
alimentador 26, el equipo para encapsulacidn 20 incluye
una o mas tolvas de cépsulas 30, asi como un sistema
alimentador neumdtico 32 para transportar los cuerpos de

las capsulas 12a y/o 12b a la estacién alimentadora 28.

En vista de que el equipo de encapsulacién
introducird la mezcla en cdpsulas, las cuales pueden ser
deglutlidas por un individuo, actualmente se prefiere que
el componente practicamente libre de grasa y el producto
derivado de huevo se introduzcan en el equipo de
encapsulaciédn en forma de polvo. El componente
considerablemente 1libre de grasa diluye la cantidad, o
concentracion de grasa (por ejemplo de la yema de huevo)

presente en la mezcla en relacidén con la concentracién de



S —— -
Tu

31 1

a’ ‘-"r.- I
- .
h 4 e T "'l-
b . . . a .
'-.. L L9
"I ~ -
. o e
: ,_._.‘ . ————— e = = ok =
BN _,_JL.- _— e e . - .
L] I
i

r -y - L
; .
P

grasa que estara presente en el producto derivado Qqer-w*
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producto considerablemente libre de grasa y el producto

derivado de huevo pueden ser disefiadas para obtener una

> concentracidn de grasa que lleve al minimo la obstruccién

del equipo de encapsulacidn.

El ejemplo de una composicién 10 que contiene un

producto derivado de calostro 10a como el componente
10 considerablemente libre de grasa y un producto derivado
de huevo 10b, el producto derivado de calostro 103 y el
producto derivado de huevo 10b pueden ser introducidos al
mismo tiempo en wuna sola tolva alimentadora de 1la

composicidn 24 del equipo de encapsulacién 20. Por

15 ejemplo, el producto derivado de calostro 10a vy el
producto derivado de huevb 10b pueden mezclarse luego de
la introduccién de este en la tolva alimentadora de la
composicidn 24, como se muestra, o pueden estar
premezclados. Al introducir una sustancia que tenga un

20 menor contenido de grasa que el producto derivado de
huevo 10b en la tolva alimentadora de 1la composicidn 24

junto con el producto derivado de huevo 10b, el contenido

de grasa (por ejemplo la concentracién) de la mezcla
resultante es menor que el producto derivado de huevo

25 10b, reduciendo o eliminando la probabilidad de que la
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tolva alimentadora de 1la composicién 24,

alimentador 20, el conducto 27, la

encapsulacidn 20 sea recubierto con colesterol o grasa.

Luego de la 1ntroduccidn de una cantidad
predeterminada de composicién 10 en los cuerpos de 1la
capsulas 12a de la estacidén de alimentacién, los cuerpos
de la capsula rellenados 12a son transportados a una
estacidn de cierre de capsulas 34 donde las capas de las

capsulas 12b se ensamblan con estas para contener

completamente la composicidén 10 dentro de la cépsula 12.

De nuevo, una capsula llena de la composicidén 14 es
solo un ejemplo de la forma en la que una composicidén que
incorpore las ensenanzas de la presente invencidén puede
incorporarse. La composicidén inventiva también puede
tomar otras formas, como tabletas, capsulas, polvo
suelto, liquido, gel, capsulas llenas de liquido o llenas
de gel, cualquier otra forma aceptada para uso
farmacéutico conocida en la técnica, cada una de 1las

cuales puede prepararse por los procesos conocidos.

La composiclidén de la presente invencidn se puede

administrar a un individuo (por ejemplo mamifero, como un
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por vla entérica, parenteral etcétera), dependiendo,
desde lueqo, de la forma de esta. Por ejemplo,
practicamente cualquier forma de la composicién (por
ejemplo una céapsula, tableta, caplet, polvo, liqgquido,
gel, etcétera) puede administrarse por via oral (es
decir, a través de la boca del individuo), slempre gue la
composicidn contenga un portador aceptado para uso
farmacéutico de un tipo conocido en la técnica que evite
la degradacidén o destruccién de las moléculas factor de
transferencia por las condiciones que prevalecen en el
aparato digestivo del individuo sS1in interferir
considerablemente con la eficacia de las moléculas factor

de transferencia incluidas en la composicidn.

La dosis de la composicidén, o el factor de
transferencia dentro de la composiciédn, que se administra
al 1ndividuo pueden depender de diversos factores que
incluyen, sin limitacién, el peso del individuo, la salud
del individuo o las condiciones (por ejemplo patdégenos) a

los que se expone al individuo.

La administracién de 1la composicién al individuo

puede provocar que el sistema inmunitario del individuo
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composicion se puede administrar a un individuo para
tratar un estado de enfermedad que este experimentando el
individuo, para prevenir que el individuo ‘presente un
estado de enfermedad causado por un patégeno especifico,
0 simplemente para potenciar la salud general del sistema
inmunitario del individuo y las capacidades para combatir

patdgenos infecciosos o invasores.

Los sigulentes ejemplos muestran la habilidad
mejorada de wuna composicidén que contiene factores de
transferencia de multiples tipos de animales fuente para
hacer que un sistema inmunitario de un individuo tratado
desencadena una respuesta inmunitaria mediada por células
I a diferentes tipos de patdégenos en forma de células
diana. Las proporciones utilizadas en los ejemplos se
pasan en el pesc del material (por ejemplo el polvo de
huevo, polvo de calostro) utilizado en la muestra de

prueba particular.

EJEMPLO 1
En el Ejemplo 1, una prueba preliminar, las células
diana 1incluyeron bacterias (por ejemplo C. pneumoniae vy

H. pylori) y virus (por ejemplo virus de herpes simple 1
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- . Instituto
(HSV-1) y virus de herpes simple 2 (HSV-2)) en forma i;\#(?xﬂ@@ﬂ@
células infectadas por virus, asi como  @émiiEpicdad

industrial
cancerosas, © malignas, (por ejemplo las células

eritroleucemicas K562).

La técnica in vitro que se utilizdé para hacer estas
determinaciones fue el denominado “ensayo de liberacién
de cromo 51”, que consiste en medir la cantidad de cromo
51 radioactivo (Cr-51) liberado por las células que han
sido atacadas por <células NK. La medicién de 1la
radioactividad puede obtenerse, por ejemplo, con un
contador Ganma Counter 2000, él cual esta disponible de

Beckman Coulter, Inc., de Fullerton California.

En el Ejemplo 1, que fue una prueba preliminar, una
cantidad determinada (5 microgramos por mililitro de
medio nutriente y medio celular) de una composicién en
polvo fue proporcionada en medio nutriente y medio
celular, junto con una cantidad considerablemente fijas
de celulas NK. Los ejemplos de las composiciones en polvo

que se utilizaron incluyen harina de trigo blanqueada,

Transfer Factor™ (TF) disponible de 4Life Research, LLC,

de Sandy, UTA, Transfer Factor Plus™ (TFP o TF+), también

disponible de 4Life Research, factor de transferencia

aviario disponible en un polvo de huevo completo
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liofilizado (es decir, secado por congelacidén), y mezclas

de TF y TFP (ambos la férmula comerclalizada en esgaduofs.
.1\5..}»14;)»:1

unidos y que se comer01allzo 1nternacionalmente) - con
factor de transferencia aviario en una proporcidn de
aﬁroximadamente 35¢ de TF o TFP (es decir, el factor de
transferencia bovino), en peso, a aproximadamente 15% de
factor de transferencia aviario, en peso. La composicién
en polvo, los medios nutrientes, las células NK y las
ceélulas diana se mezclaron e incubaron durante 4 horas
antes de medir los atomos radioactivos que se liberaron
por el rompimiento de las células diansa a través de las
celulas NK. Cada reaccién ejemplar fue realizada por
triplicado, habiendo promediado 1los resultados de las

tres reacciones.

Ademas de incluir uno o mas tipos de factor de
transferencia, el TF+ incluye una variedad de otros
componentes, como los hongos maitake y shiitake cordyceps,
hexafosfato de inositol, beta gtucanos, beta sitosterol, vy
eXtracto de hojas de olivo. Los.hongos maitake y shiitake
son conocidos como buena fuente de polisacdridos y para
favorecer la fungién de las <células T. El1 cordyceps
también es rico en polisacdridos. Los beta glucanos, otra
clase de polisacdridos, también son conocidos como

lmportantes estimuladores de células inmunitarias.

Vi

e t

N\
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recuentos por minuto obtenidos con cada combina@nPEe; . Lk
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ceélulas diana y la composicién en polvo, asi como

eficacla de cada composicién en polvo para desencadenar

5 una respuesta

inmunitaria medida por células NK contra

las células diana en relacidn con la

respuesta

NK en

inmunitaria mediada células relacidn

por con

(medido en por ciento de aumento) 1os mismos

tipos vy
concentraciones de células diana en presencia de harina

10 de trigo blangueada.

EJEMPLO 1
TABLA 1

Células diana

C. Pneu H. Pyl K562 HSV-1 HSV-2
Composicidn
Espontdaneo 1,256/ 1,875/ 1,20/ 974/ 1,476/
Harina 1,323/ 1,121/ 1,267/ 2,017/ 1,262/
Promedio 1,290/ 1,498/ 1,444/ 1,496/ - 1,365/
TFE 2,593/ 2,499/ 2,445/ 2,240/ 2,473/
s aumento sobre harina

90% 123% 93% 113 96%
s aumento sobre promedio

101% 67% 69% 50% 81%

. TEF+ 3,386/ 2,701/ 3,243/ 2,944/ 1,956/

t aumento sobre harina

156% 141% 156% 16% 55%
$ aumento sobre promedio

163% 80% 125% 97% 13%
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Bov-Av TF 14,857/ 11,434/ 6,639/ 17,910/ 10,626/
s aumento sobre harina . Lf‘ -
elabi. .
1023% 920% 424% 788% 7142% RN
5 aumento sobre promedio
1052% 663% 360% 1098% 679%
BOov-Av
TF+ US 6,196/ 5,543/ 4,008/ 8,050/ 4,693/
s aumento sobre harina
458% 485% 306% 389% 362%
t aumento sobre promedio
380% 270% 178% . 438% 244%
BOV-Av
TF+ Intl 5,747/ 4,786/ 3,640/ 7,366/ 4,269/
s aumento sobre harina
424% 417% 277% 355% 328%
s aumento sobre promedio
346% 219% 152% 393% 213%
100%
TF aviario 2,553/ 1,860/ 2,483/ 2,985/ 2,183/
s aumento sobre harina
93% 06% 96% 418% 13%
3 aumento sobre promedio
98% 24% 12% 100% 60%

Es 1mportante destacar que las formulaciones con la

denotacidn "“TF+” contiene solo aproximadamente la mitad

de (0.46667) del factor de transferencia respecto al que

esta presente en las formulaciones indicadas “TF“. Por

consigulente, una persona con las habilidades ordinarias

en la técnica esperaria los datos que corresponden a la
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. > fueron muy superiores.

De hecho, parecer ser que 1los

datos que corresponden a “Bov-Av TF+ (US” y “Bov-Av TF+

Intl” como aproximadamente 10 veces demasiado altos. Por
consiguiente, se han hecho las correcciones apropiadas de
la Tabla 1.

Ademas, se han llevado a cabo otras pruebas,

100 como es evidente que los ejemplos Ssiguientes, para

evaluar y comprobar las habilidades de 1las comblnaciones

de diferentes tipos de

. tratados.

15

Los resultados preliminares que se establecen en 1la

Tabla 1 muestran que 1la administracidén de una composicidn

de la presente invencién a3 un 1ndividuo probablemente

aumentara la  respuesta inmunitaria secundaria del

20 1ndividuo, o hipersensibilidad de Cipo retardado, como 1la

efectuada por las células NK, contra uno o mds patdogenos

factor de transferencia

derivado de calostro y el factor de transferencis

25 derivado de huevo, solos. De hecho, 1los resultados
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muestran que una composicidn Jque 1ncorpora las enserfianzas Ry

de la presente invencién puede da como resultagds h-l.ar*:;:ﬂ.u;;dk&r'

N TN A e e

. . o , laausizial
facilitacidén de la actividad de las células NK con un

grado-de sinergia 1nesperado.

5
En “vista de estos resultados se llevo a cabo méas
experimentacién para determinar 1la eficacia de un
intervalo mas amplio de aspectos de 1la presente
1nvencidn.
10
EJEMPLO 2
Se evaluaron los efectos de las diferentes
composiciones de factor de transferencia, incluidas las
composiciones que incorporan las ensenanzas de la presente
15

20

25

invencién, sobre la actividad de los linfocitos para

atacar celulas cancerosas. La Figura 3 representa el

€squema del protocolo para la graduacidn. Se obtuvo sangre

de donadores Sanos, en la. referencia 40. Las células

mononucleares, incluidas las células asesinas naturales,
fueron suspendidas de otros constituyentes de la sangre,

en el numero de referencia 42, mediante la metodologia de

ficol-urografina normal, empleando un gradiente de

densidades p=i, 077 g/cm3. Las células mononucleares

alsladas, o “células efectoras”, en una dilucidén de

aproximadamente 60,000 células/100 ML de medio de cultivo,
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S . | sl
las disponibles de Corning Incorporated of Corning, Neé{--vediw
York,

entonces fueron introducidas en alicuotas de 100

con el nombre comercial COSTAR®, como se muestra en

5 el numero de referencia 44.

Después, las muestras de prueba que contenian factor

de CLransferencia, o taditivos” como se indica en la Tabla

2 a la 5 méas adelante, fueron introducidas en cada poOzo,

con las concentraciones resultantes de 1las muestras de

prueba de 1 mg/mL, 0.1 mg/mL, 0.01 mg/mL, 0.001 mg/mL,

0.00001 mg/mL y 0.000001 mg/mL, como también se muestra

1ncubador de CO2 con condiciones de 52 de CO, de 1a

‘atmésfera, 100% humedad y una temperatura de 37°C,

lncubaron durante Liempos de 24 horas y 48 horas. Cada

variable del estudio se llevd a cabo en triplicado.

Después de 1la incubacién, aproximadamente 30,000

células de tumo K-562 (es  decir, leucemia humana

eritroblastética), O “células diana”, fueron introducidas

en cada pozo,

46, obteniéndose una relacién de células efectoras a
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de 18 horas y 24 horas en el incubador de CO,, en 1las

el cual emplea un bromuro amarillo soluble, 3~(4,5-
dimetiltiasol—-2—il)-2,5-—-tetrazol (MTT), se utilizé para
10 determinar el numero de células de tumor K-562 que fueron
muertos en cada pozo. En tal prueba, las células vivas
reducen el MTT a cristales intracelulares de color
purpura-azul, insolubles de MTT-formazan (MTT~f). Las

celulas muertas, no viables No pueden reducir el MTT 3

15 MTT-f. Asi pues, las propiedades o6pticas de 1la soluciédn
resultante se pueden evaluar para obtener una indicacién
del efecto de 1los diferentes productoé gque contienen
factor de transferencia sobre la habilidad de las células
efectoras para matar las células de tumor K-562. Mas

20 especificamente, 1a intensidad de 1a transformacién de
MTT en MTT-f muestra e] nivel general de actividad

deshidrogenasa de las c€lulas estudiadas Y €s modulada

por la actividad de los sistemas de fermentacidn

conjugados, por ejemplo, la cadena respiratoria de 1g

25 transmisidn de electrones, etcéters.
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en > mg/mL de la solucién salina de Henks, como &b sabef...“ﬂi,eﬂg.
en la técnica. Alicuotas de volumenes iguales de 1la

solucidn MTT fueron introducidas

en los pozos de las
. 5 placas de microtitulacién, y las placas fueron incubadas

en un incubador de CO,, y las mismas condiciones antes
mencicnadas, durante un tiempo de aproximadamente 3 a

aproximadamente 4 horas. Las placas de microtitulacidén

fueron luego centrifugadas

a aproximadamente 1500 rpm
10 durante  aproximadamente 5

minutos, se retird el

sobrenadante, y alicuotas de 150 UL de dimetilsulfédxido

(DMSO) se introdujeron en los pozos.

. Las placas de microtitulacidn

fueron dejadas en
13

reposo a temperatura ambiente durante un tiempo de 30

minutos, para dejar que 1os

cristales de formazan se

disolvieran completamente.

Después, se utilizdé un

espectrofotdmetro multipozos (LABSYSTEMS MultiScan MSS

340, disponible de Cambridge Scientific

Massachussets)

Products de
20 Cambridge,

para evaluar cada pozo de cada

placa de microtitulacidén a una longitud de onda de 540
nm.

Como se muestra en el numero de referencia 50,

las
25

medicliones de la densidad Optica (DO) que se obtuvieron
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calcular el indice citotéxico (%) (IC) (%) de cada Pozo. [adusirial

ol
El calculo del IC (%) se llevd a cabo de acuerdo con la
formula normal:
1C(%)=[I-(Oe+t-OD¢) /0OD¢]*100,
donde ODe+t es la DO en la serie experimental, OD es la OD

en los pozos que solo contienen las células efectoras, vy

ODt es DO de los pozos que solo tiene células diana.

TABLA 2

IC () a las 24 horas
Aditivo 1 107 1072 107 10™ 107

. mg/mL mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
TE (bovino) 35 17 29 18 18 15
TF+ (formulaciébén 13.5 20.3 35 28.5 10 20.3
internacional)
TF+ (85:15, 13.3 10.6 29 30 21.6 76
(calostro: aviario)
TF (70:30, 80 47 24 12 30 26.3
calostro: aviario
TE (aviario) 16 37 47 47 16.1 34.3
Nninguno

(muérte celular
espontanea)

(+ 6%) 18 18 18 18 18 18



S ey et en
¥ de la IC (sobre la IC espontanea) a las 24 hgﬂgggﬂthﬁﬂﬂJ

Aditivo

TF (bovino)
TE+
internacional)
TF+ (85:15,

(calostro:
TE (70:30,
calostro:

(formulacidn

aviario)

aviario
TF (aviario)
Nninguno

(muerte celular
espontanea)

(r 6%)

Aditivo

TEF (bovino)
TF+
internacional)
TF+ (85:15)

TF (70:30)

TF (aviario)

(formulacidn

ninguno
(muerte celular

espontanea)
(+ 6%)

1 107 10°° 10°°
mg/mL mg/mL mg/mlL mg/mL
94 -6 6l 0
-25 -41] ol o7
344 | 161 33 -33
-11 106 161 161
0 0 0 0
Tabla 4
IC (%) a las 48 horas
1 1071 1072 1073
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
19.3 50 54,7 15.3
23.3 12 17 42
48 82.7 96.7 69.4
97 94 99 90
08 49 45‘, 35
18 18 18 18

45

TABLA 3

107°
mg/mL
0

20

67

-11

107%
mg/mL
40.7
48

54

96
58

18

N b ST s

'

¢ ey
10BICELTE

mg/mL
-17
322

46

91

107
mg/mL
11.3
62

91
91

70

18
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TABLA 5

’ v o P - »-:x:.._-..t“ﬂ - N
¥ aumento en la IC (sobre la IC espontanea) a las@aeirmﬂﬂﬂ${ﬂﬂ

lacustrie]
horas
Aditivo 1 1071 1072 1073 1074 10°°
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
TE (bovino) 7 178 204 -15 126 -37
TE+ (formulacidn 29 -33 -0 133 167 244
internacional)
TF+ (85:15, 167 359 437 286 200 406
y (calostro: de
huevo)
TF (70:30, 439 422 450 400 433 406
calostro: de huevo
TE (aviario) 278 172 150 94 222 289
Nn1lNguno
(muerte celular
espontanea)
(£ 6%) 0 0 0 0 0 0
5
Los datos proporcionados en las Tablas 2 a la 5
confirman que la mayor parte de las muestras de prueba
(es decir, las composiciones que contienen de prueba de
transferencia) estimular la actividad antitumor y
10 citotdxica aumentada (en relacidn con la muerte

espontanea de las células de tumor) de los linfocitos de

donaros sanos contra células de tumor K-562.

El efecto estimulador mds grande se observa en 10s

15 resultados a las 48 horas, con el intervalo mas eficaz de
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la concentracién estimuladora desde aproximadamente 0.1
mg/mL a aproximadamente 0.0001 mg/mL. Las muestras de
prueba que incluian factor de transferencia derivado de
calostro y factor de transferencia derivado de huevo de

nuevo parecen ser la mas eficaz en las condiciones dadas

del experimento, lisando tanto como el 80-98% de las

células de tumor K-562.

Ademas, los resultados de 1la tabla 5 indican que

10 combinaciones de diferentes de factor de transferencia,
particularmente la proporcién 85:15 de TF+ ai factor de
transferencia derivado de huevo, puede ser més eficaz que
Otros esquemas de terapia para eliminar las células no

deseadas y patdgenos del cuerpo de un animal tratado. Ma&s

15 especificamente, hasta donde saben los inventores, en
pruebas equlvalentes, 1los mejores resultados gque se
podian lograr con tratamiento de interleucina 2 habian
sido citotoxicidad 276% de células de tumor K-562 con un
tiempo de incubacién de 24 horas (el cual representa un

20 aumento de 322% sobre las muertes espontdneas de estas
células) y un 88% de citotoxicidad de células de tumor K-

562 con una incubacidén de 48 horas (que representa un

aumento de 389% sobre las muertes espontédneas de tales
células).

235
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Se llevd a cabo otra prueba confirmatogila ;‘paranod

. [ cEirial
comprobar 1los resultados antes mencionados y evaluar ' 1638

':.'15;
J

efectos de una mayor variedad de composiciones de la

> presente invencion para inducir a las células NK y otras
mononucleares para matar células de tumor K-562. En 1las

pruebas del Ejemplo 3 se empled el mismo protocolo

descrito en el Ejemplo 3.

10 Los resultados de los tiempos de incubacién de 24 vy
48 horas para una variedad de formulaciones de

composiciones, cada una conteniendo polvo de huevo Y%

polvo de calostro bovino, se enlistan en las Tablas 6 a

la 9.
15
TABLA 6
IC (%) a las 24 horas
Calostro: huevo 1 1071 1072 10°° 1074
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mlL
85:15 45 29 67.5 28 50
50:50 67.5 23 66 63.5 22 .5
30:70- 64.6 68 .8 39.1 45.6 44
15:85 55.2 28 20.1 20 18.8
Ninguno
(muerte celular 18 18 18 18 18

espontanea) (16)
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TABLA 7 SL
% de aumento en la IC (sobre la IC espontanea) a las 24 pggaéhf;ﬁgﬁﬁg
Calostro: huevo 1 107 1072 1077 ;”ibé“d : :f‘fj{ﬁ@g
mg/mL mg/mL mg/ml, mg/mL mg/mL ekl
85:15 150 61 275 56 178
50:50 2175 28 267 253 25
30:70 259 282 117 153 144
15:85 207 56 12 11 4
Ninguno
(muerte celular 0 0 0 0 0
espontanea) (%6)
TABLA 8
IC (%) a las 48 horas
Calostro: huevo 1 107 10°° 10°° 10°¢
mg/mL mg/mL mg/mL mqg/mL mg/mL
85:15 46 60 69 67 64
00: 50 69 74 74 63 49
30:70 75 83 o7 63 45
15:85 777 09 51 42 40
Ninguno
(muerte celular 18 18 18 18 18
espontanea) (x6)
5 TABLA 9
t de aumento en la IC (sobre la IC espontanea) a las 48 horas
Calostro: huevo 1 1071 1074 1077 107¢
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
85:15 156 233 283 272 256
50:50 283 311 311 250 172
‘ 30:70 317 361 272 250 150
15:85 328 283 183 133 122
Ninguno
(muerte celular 0 0 0 0 0

espontanea) (z6)
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Los datos de las Tablas 6 a la 9, partlcularmente de 'seang
Cdnas 0dad
las Tablas 6 y 8, muestran que cuando esté present mas - W Nﬂ
[ e e Qhrna

factor de transferencia obtenido de calostro en una

composicion de acuerdo con la invencidén (por ejemplo

85:15), la respuesta inicial (prueba de 24 horas) es mas
grande que la respuesta obtenida por las composiciones
que contienen menos factor de transferencia obtenido de
calbstfo, pero no aumenta significativamente con el
tiempo (prueba de 48 horas). Estos resultados sugieren
10 que la anergia (es decir, sensibilidad reducida) para el
factor de trans*ferencia obtenido de bovino puede ocurrir

en una forma relativamente rapida.

Las composiciones (por ejemplo 50:50 y 30:70) que

15 contienen mas factor de transferencia obtenido de huevo
proporcionan resultados comparables a corto plazo (prueba
de 24 horas), pero proporcionan muchos mejores resultados

a largo plazo (prueba a las 48 horas).

20 Estos resultados dan SOporte a la teoria que la

- -—-"H —pr e W =TT -

combinacidn de  diferentes tipos de factores de

transferencia proporciona un efecto sinérgico. También

Srnun.

indican que las proporc1ones de 1los dlferentes tipos de
oS -

factor de transferencia en una composicidén pueden
<-, o o _

25 disefarse para obtener un resultado deseado.

]
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EJEMPLO 4
TABLA 10
IC (%)
1 10™ 10°  10°  10°
mg/mL mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
TF+ (85:15)
24 (calostro de huevo) 13.3 10.6 29 30 21.6 7
horas TF+ (85:15)
(calostro de huevo) 45 29 07.5 28 50
T+ (85:15)
48 (calostro de huevo) 48 82.7 96.7 69.4 o4 9
horas TF+ (85:15)
(calostro de huevo) 46 60 69 o7 64
5 ElL Ejemplo 4 compara los datos obtenidos en 1los

Ejemplos 2 y 3 anteriores para mostrar ‘que la 1inclusiédn

e - |
e

de otros componentes, principalmente polisacaridos, en el

- —— —— e o rwimm o
.-:_‘ ____.______,1,:,.-.,__—-'_*!_'- —
- - -

TF+ mejora la eficiencia, con la cual una composicidén que

got il M .. K T - - -

incorpora las ensefianzas de la presente invencién induce

--T-—‘-I-hﬂml‘-——--—-;

.
e el - . —l

10 a las células NK y otras células sanguineas mononucleares

t_:':-__ . . = = - "I'-"".".I"'"'E"-‘"!
et cm - -

. e, —

para matar células de tumor K-562 vy, de este modo

desencadenar una respuesta inmunitaria secundaria.

. o —— - ———

-

-

Es 1mportante senialar que en la prueba de i@ horas,

15 donde se incluyeron polisacaridos, la citotoxicidad fue

— .~ - ——

mas grande en todas las diluciones por encima de 0.0001

mg/mL que en las composiciones comparables que carecieron
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de  polisacaridos. Asi pues, se ©piensa que lqs R ’:[
AR
oyl
pollsacarldos aumentan esta sinergia con la que i?tfuan _ .mu.l‘?]
m_______,_;.--——-—-k""""""g“c'ﬁ —— e . TTEsTTmr e e T N T L jjf’\,U
.,'...-.....;-...hSJ

los dos O mas tlpOS de factores de transferenc:1a _para

obtener 51nergia adicional en la generacién de una

. i F T =

> respuesta i1nmunitaria secundaria.

Aunque 1la descripcién antes menclonada contiene
multiples especificaciones, estas Nno deben ser
consideradas como_limitadoras del alcance de la presente

10 invencidén, sino solo como para proporcionar ejemplos de
algunas de las modalidades actualmente preferidas. Del
mismo modo, otras modalidades pueden ser ideadas sin
apartarse del espiritu o alcance de la presente
invencidén. Las caracteristicas de diferentes modalidades

15 pueden emplearse en combinacién. E1 alcance de 1la
invencidn, por tanto, esta indicado y limitado solo por
las reivindicaciones anexas y sus equivalentes legales vy
no por la descripcién antes mencionada. Todas las
adiciones, deleciones y modificaciones de la invencién

20 como se describen en la presente que entren dentro del

significado y alcance de 1la reivindicaciones estéan .

comprendidas por este medio.



-
L

10

15

20

25

r"‘ﬂ' r;-'-- - 1‘1--1- a'a *-- I."'""_" " -
I .
5 3 - ‘- - ‘-.."_ m,‘h“ .
L ' ".-l" A
K
‘f !

REIVINDICACIONES vl
' ' RTINS
1. Una composicidn, que comprende: ;1;?:?::ﬁ;%ﬁﬁ
un primer tipo de factor de transferencia’ ‘de
N I L TR
producto derivado de calostro bovino; vy SO AT
otro, segundo tipo de factor de transferencia
obtenido de huevo aviario,
el primer tipo de factor de transferencia

proporciona una respuesta mas inmediata en un animal tratado

que el segundo tipo de factor de transferencia, un peso
combinado del ©primero y segundo tipos de factor de
transferencia comprende 85%, en peso, del primer tipo de

factor de transferencia y 15%, en peso, del segundo tipo de
factor de transferencia.
2. La composiclon de conformidad con la

reivindicacidn 1, que ademas comprende un polisacarido.

3. La

composicidn de conformidad con las

reivindicaciones 1 o 2, en donde el primer tipo de factor de

transferencia se genera por un primer tipo de animal fuente

€n una respuesta 1nmunitaria mediada por células T a una

primera serie de agentes antigénicos a 1los que ha sido

expuesto el primer tipo de animal fuente y el segundo tipo de

factor de transferencia se genera por un segundo tipo de

animal fuente en una respuesta inmunitaria mediada

por
células T a una segunda serie de agentes antigénicos a los

que se ha expuesto el segundo tipo de animal fuente, 1la
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4. Un método para formar una comp051C1énauHeﬂm[

5 conformidad con las reivindicaciones 1 o 2, que comprende

combinar el primer tipo de factor de transferencia y el

segundo tipo de factor de transferencia.
5. Una composicidn, que comprende:

un primer factor de transferencia obtenido de

10 producto derivado de calostro bovino; vy

otro, segundo factor de transferencia obtenido de

huevo aviario.

o 6. La composicién de conformidad con la

reivindicacidén 5, en donde una relacidén del primer tipo de

15 factor de transferencia al segundo tipo de factor de

transferencia es de por lo menos 85:15.

7 . La composicidn de conformidad con la

reivindicaciédn 5, en donde una relacién del primer tipo de

factor de transferencia al segundo tipo de factor de

20 transferencia es mas de 50:50.

8. La composicidn de conformidad con la

reivindicacidén 5, en donde un peso combinado del primero Y%

del segundo tipos de factor de transferencia comprende 85%,

en peso, del primer tipo de factor de transferencia y 15%, en

25 peso, del segundo tipo de factor de transferencia.
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9. La composicidn de conformlda

ql

5 10. La composicidn de conformidad con cualquiera de

las reivindicaciones 5 a 9, en donde el primer tipo de factor
de transferencia se genera por un primer tipo de animal
fuente en una respuesta 1nmunitaria mediada por células T a
una primera serie de agentes antigénicos a los que ha sido
10 expuesto el primer tipo de animal fuente y el segundo tipo de
factor de transferencia se genera por un segundo tipo de
animal fuente en wuna respuesta 1nmunitaria mediada por

células T a una segunda serie de agentes antigénicos a 1los

que se ha expuesto el segundo tipo de animal fuente, 1la
15 primera serie de agentes antigénicos y la segunda serie de

agentes antigénicos incluyen por 1o menos un agente

antigénico no coman.

11. La composicidn de conformidad con cualquiera de

las reivindicaciones 5 a 9, que ademas comprende un

20 polisacarido.

12. Un método para formar wuna composicidn de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11,
que comprende combinar el producto derivado de calostro
mamifero y el producto derivado de huevo aviario.

25 13. Una composicidn, que comprende:
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un primer tipo de factor - de tra
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producto derivado de calostro bovino; ‘

¥
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SR
otro, segundo tipo de factor de transferendT”
‘0.0 ¢ iodad
obtenido de huevo aviario, K“ZISUW 2%

5 el segundo tipo de factor de transferencia

proporciona una respuesta inmune mas prolongada en un animal

tratado que el primer tipo de factor de transferencia, 1la

composicidn 1ncluye una relacién de mas de 50:50 del primer

tipo de factor de transferencia al segundo tipo de factor de

10 transferencia.

14 . La composicidn de conformidad con la

reivindicacidédn 13, que ademas comprende:

un polisacarido que incrementa la sinergia con la

cual el primero y segundo tipos de factor de transferencia

15 provocan dque el

animal tratado genere la respuesta

lnmunitaria mediada por células T.

15. La composicidn de conformidad con la

reivindicacidn 13, en donde una relacidén del primer tipo de

factor de transferencia al segundo tipo de factor de

20 transferencia es de aproximadamente 50:50.

16. La composicidn de conformidad con la

reivindicacidn 13, en donde una relacidén del primer tipo de

factor de transferencia al segundo tipo de factor de

transferencia es de aproximadamente 30:70.

25

[
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RESUMEN DE LA INVENCION NERERN
- | \

Se describe una composicién para producu: L;nam@
il

..-I"' T‘ﬁif_hd:-‘
respuesta 1nmunitaria mediada por células T en un. 1nd1v1duo“m©

.. (ST & ! ladad
que contiene el factor de transferencia de por 1o mends  HBsial

5 diferentes tipos de animales. Por ejemplo, la composicidn

puede contener el factor de transferencia de mamifero y un
factor de transferencia no mamifero. Un ejemplo de 1la
composicidn puede ser una combinacidn de un producto derivado
de calostro, que incluya el factor de transferencia mamifero,
10 Yy un producto derivado de huevo, que 1incluya el factor de
transferencia no mamifero. Ademas, el producto derivado de
huevo puede estar practicamente libre de grasa. También se

describen los métodos para preparar la composicidn y producir

respuestas 1nmunitarias mediadas por células T en individuos

15 que hayan sido tratados con la composicidn.

25
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Células NK
activadas

(63,000)

Celutas NK
(60,000)

Célul.as .diana 18-24
Donadares sanos . (3— 0,000 hrs
Células KS62)
Células NK 48

Células NK Cetulas NK
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ng absorbido

Células NK
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+ celulas diana vivas
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Células NK

activadas
tefiidas MTT
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FIGURA 3




