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DE LOS INMUNO-REGULADORES Y PREPARACIONES Y

5 COMPOSICIONES QUE INCLUYEN LOS MISMOS Y METODOS

Reclamo de Prioridad
lLa presente solicitud reclama el beneficio de prioridad de
la Solicitud de Patente Provisional Norteamericana Serie No.
10 60/848,348, presentada en Septiembre 29, 2006, y la Solicitud
de Patente Norteamericana Serie No. 11/855,944, presentada
en Septiembre 14, 2007, cuyas descripciones se encuentran
incorporadas al presente documento, en su totfalidad como

referencia.

15 Campo de la Invencion

La presente invencion se refiere a moléculas que regulan

(por ejemplo, promueven, mejoran, suprimen la actividad
indeseable, etc.) de la inmunidad portada por las células en un
sujeto, Incluyendo métodos para generar y obtener dichas

20 moléculas, preparaciones y composiciones que incluyen dichas
moléculas, métodos para evaluar la efectividad de dichas

moléculas vy métodos para utilizarlas. Mas especificamente, la

presente invencion se refiere a moléculas pequefias, a las
cuales nos referimos en la presente invencion como moiéculias

25 de “nanofraccion”, que regulan la inmunidad portada por las
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células.

Antecedentes de la Invencion —
- WeXlsens

La capacidad de los anticuerpos para producir y trafdfeyfleass

-~ Indugide!

la inmunidad es bien conocida y ampliamente investigada, vya
que son las caracteristicas de los anticuerpos y los mecanismos
por los cuales son producidos [os anticuerpos.

No tan bien conocidos o0 investigados ampliamente, se
encuentran los roles de los factores de transferencia los cuales
incluyen una familia de moléculas que tienen pesos moleculares
entre 3,500 Da y 7,500 Da, que juegan un rol en la regulacion
de la inmunidad celular, o la inmunidad portada por la célula T.
Con el paso del tiempo, el entendimiento de aquellos expertos
en | a técnica pertinente tiene aproximadamente las
caracteristicas de los factores de transferencia y sus roles en
un sistema inmune de un organismo que ha mejorado y continta
mejorando.

Mientras continta la investigacién adicional para
proporcionar la luz en las caracterist_icas y funciones de una
amplia variedad de componentes del sistema inmune, puede
existir un nimero grande no completamente entendido, y atiin de
moleculas ignoradas que pueden tener un impacto en la manera
en Jla cual I|la inmunidad es desarrollada, mantenida,
transportada y transferida, asi como en los efectos de la

inmunidad en la longevidad.
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la inmunidad portada por las celulas ha sido caractgrizaga.is, 1.
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recientemente de una manera cuantificable. Las moléculas EE;ui
pueden directa o indirectamente regular |la inmunidad portada
por las celulas son conocidas en la técnica como “inmuno-
reguladores”™. Una clase de inmuno-reguladores incluye
moléculas de nanofraccion, peso molecular bajo o pequeiias
(por ejemplo, hasta de 3,000 Da, hasta de 3,500 Da, de 250 Da
a 2,000 Da, de 2,000 Da a 4,000 Da), que promueven, mejoran,
suprimen o regulan de ofra manera una respuesta Iinmune
portada por las celulas. Debido al tamano relativamente
pequefio o0 |os pesos moleculares de dichos Iinmuno-
reguladores, a ellos nos referimos en l|la presente descripciﬁén
como inmuno-reguladores de “nanofracciéon”™ y como moléculas
de "nanofraccion”.

Los inmuno-reguladores de nanofraccidén pueden ser
obtenidos de una variedad de tipos diferentes de fuentes
animales. Los ejemplos de las fuentes animales incluyen, pero
no estan limitados a, mamiferos (por ejemplo, vacas) y aves
(por ejemplo, pollos). Sin limitar el alcance de l|a presente
invencion, los inmuno-reguladores de nanofraccion pueden ser
obtenidos del calostro, y aun Ila leche producida por un
mamifero. Como otfro ejemplo no Ilimitativo, los inmuno-

reguladores de nanofraccion pueden ser adquiridos de los
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huevos producidos por las aves o cualquier otro tipo de afj :

El calosiro, los huevos y otras fuentes de moleculas,..
. &V cpoy, 3
=57 Wiedeano
nanofraccién es a las que nos referimos colectivamente ¢gniglaanlegad

. indusirial
presente descripcion como “fuentes de nanofraccion”.
5 La produccion natural de los Inmuno-reguladores de

nanofraccion por una fuente animal puede ser mejorada

exponiendo la fuente animal a una cantidad o concentracion
mayor de uno 0 mas antigenos que la cantidad de dicho
antigeno al cual Ila fuente animal generalmente estaria
10 expuesta. Por ejemplo, si un tipo particular de fuente animal, o
aun una fuente animal especifica, estaria expuesta, en su
ambiente tipico, normalmente a cierta cantidad o concentracion
de un antigeno determinado, la produccion de la fuente animal

de los inmuno-reguladores, incluyendo las moléculas de

15 nanofraccidon, puede ser mejorada exponiendo la fuente animal
a una cantidad todavia mayor (por ejemplo, concentiracion) de
ese antigeno (por ejemplo, vacunando Ila fuente animal,
colocando la fuente animal dentro de un ambiente en donde
esta presente una cantidad mayor o concentraciéon de ese

20 antigeno, etc.). Como otiro ejemplo, si un tipo particular de
fuente animal, o aun una fuente animal especifica, fueran

generalmente vacunadas c¢on un antigeno determinado, la

produccién de la fuente animal de uno o0 mas inmuno-
reguladores de nanofraccion podria ser mejorada aumentando la

25 exposicion de la fuente animal a un antigeno (por ejemplo,
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antigeno, una forma mas efectiva o mas virulenta del anti

nanofraccion por si mismas sean especificas del antigeno.

lLos procesos conocidosﬁ pueden ser utilizados para
purificar parcial, substancialmente o completamente los inmuno-
reguladores de nanofraccion de otras moléculas presentes en
la fuente animal de nanofraccidon de las cuales son obtenidos v,
opcionalmente, para concentrar los Inmuno-reguladores de
nanofraccion. Dichos procesos iIncluyen, sin Ilimitacién, Ia
separacion mecanica, separacion de fase (por ejemplo,
separacion de componentes acuosos y no acuosos entre ellos),
precipitacion, cenﬁtrifugacién_, filtracion (incluyendo
microfiltracion, con un corte de peso de molécula (MWCO) en el
rango de aproximadamente 12,000 Da hasta 4,000 Da, y la
nanofiltracion con un MWCO de menos de aproximadamente
4,000 Da), los procesos de dialisis, cromatograficos y de
purificacion electroforética. Dichos procesos pueden ser
efectuados individualmente en cualquier combinacién para
producir una preparacion en la cual estan presentes uno o mas
tipos de inmuno-reguladores.

En un aspecto, |a presente invencion incluye
preparaciones de reguladores por lo menos parcialmente
purificados, substancialmente purificados (por ejemplo, hasta

un grado aceptado por aquellos de l|la técnica pertinente), vy
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nanofraccién, dichas composiciones pueden incluir otros

moléculas de nanofraccion. Ademas de molécula%@fﬂ@gg

componentes que son utiles para soportar o regular el sistema
inmune de un sujeto (por ejemplo, el factor de transferencia,
anticuerpos, etc.), asi como componentes que pueden
pbeneficiar al sujeto de otras maneras.

Los métodos que incluyen el uso o administraciéon de las
moléculas de nanofraccién o composiciones que incluyen las
mismas, solas 0o con ofros inmuno-reguladores, también se
encuentran dentro del alcance de la presente invencidon. Los
meétodos de uso incluyen la adminisfracion de uno o mas tipos
de inmuno-reguladores (por ejemplo, en su forma natural,
parcialmente purificada, substancialmente purificada 0
completamente purificada, en una preparacién, en una
composicion, etc.) a un sujeto (por ejemplo, un humano o
cualquier tipo de animal gue se considera que se beneficie de
la inmuno-regulacidn proporcionada por las moléculas de
nanofraccion). Los inmuno-reguladores son administrados a un
sujeto en una cantidad que aumenta el nivel (por ejemplo, la
concentracion) de un inmuno-regulador de un tipo particular
administrado en el cuerpo del sujeto en una cantidad superior a
la normal para el sujeto. Sin limitar el alcance de este aspecto

de la presente invencion, un sujeto puede recibir una cantidad
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de uno o mas inmuno-reguladores que son clinicamente="".
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efectivos para ocasionar que el sistema inmune déSujgtoicano
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promueva una respuesta inmune portada por las células o URAustrial

cantidad que mejore de manera efectiva |la respuesta inmune
portada por las células del sujeto.

Ademas, las pruebas y los métodos de prueba que evallan
la efectividad de los inmuno-relguladores se encuentfran dentro
del alcance de l|la presente invencién. Como un ejemplo, un
ensayo de funcion inmune de la célula T puede ser utilizado
para evaluar la capacidad de un inmuno-regulador potencial
para regular la actividad de (por ejemplo, la produccién de
trifostato de adenosina (ATP) por uno o mas tipos de células
que participan en la inmunidad portada por las células, ya sea
solas o0 en conjunto con otras moléculas (por ejemplo,
antigenos, mitdogenos (los cuales inducen la mitosis o la
duplicacion de las células, etc.)).

Otras caracteristicas y ventajas podran ser apreciadas por
aquellos expertos en la téecnica a través de la consideraciéon de
la descripcion siguiente y las reivindicaciones adjuntas.

Breve Descripcion de los Dibujos

En los dibujos, las figuras de la 1 a la 4 son ilustiraciones

graficas de los resultados de varias pruebas realizadas en

composiciones que incorporan las ensefianzas de la presente

invencion.




10

15

20

25

Descripcion Detallada de la Invencion

Recientemente se ha descubierto que las ;cm'ﬁ@

_ . iz %8 Mropladad
ri
pequefias en una variedad de rangos y pesos molecula S-*?%ﬁ@u%‘iﬂﬁl

utiles para regular la actividad de las células inmunes. Los
siguientes ejemplos presentados establecen las acciones que
fueron realizadas para alcanzar estas conclusiones.
EJEMPLO 1

Utilizando procesos conocidos, incluyendo la separacion
de fase, precipitacion, filtracién, microfiltracidon o nanofraccion
y dialisis, una variedad de fracciones de peso molecular fueron
preparadas de ambos el calostro bovino y los huevos de gallina.
Las fracciones de peso molecular que fueron obtenidas del
calostro de bovino fueron de: 250 Da a 2,000 Da, de 2,000 Da a
4,000 Da, de 4,000 Da a 8,000 Da (los cuales incluyen el factor
de transferencia y fueron incluidos por razones de
comparacion), y de 8,000 Da a 12,000 Da. De un modo similar,
se prepararon fracciones de peso molecular de 2,000 Da a
4,000 Da, de 4,000 Da a 8,000 Da (las cuales incluyen el factor
de transferencia, y fueron incluidas por razones de
comparacion), y fracciones de peso molecular de 8,000 Da a
12,000 Da fueron preparadas de las yemas de huevo de
gallinas. Las fracciones de peso molecular fueron entonces
secadas hasta formar un polvo (por ejemplo, por medio de
secado por rociado o secado por congelacidon, etc.).

Los ensayos entonces fueron realizados utilizando estas
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cada fraccién para regular la actividad de las células giedicano
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transportan la Inmunidad celular (por ejemplo, célulpgusiic]

auxiliadoras T CD4+). Especificamente, los ensayos del tipo
descrito en las Patentes Norteamericanas Nos. 5,773,232 vy
6,630,316 y en la Publicacion de Solicitud de Patente
Norteamericana No. 2005/0260563, fueron modificadas vy
utilizadas para evaluar las actividades de las fracciones de
diferentes pesos moleculares del Ejemplo 1 en una variedad de
condiciones. Los ensayos anteriormente mencionados son
utilizados para evaluar la produccién de trifosfato de adenosina
(ATP) por Ilas ceélulas inmunes (por ejemplo, células
auxiliadoras T CD4+, células CD3+ (las cuales incluyen todas
las células T), etc.). La cantidad de ATP producido por las
celulas puede ser medida de una manera conocida en la técnica
(por ejemplo, mediante el uso del Ilumendmetiro de |Ia
denominada “Reaccidon de Luciferina”).
EJEMPLO 2

Una primera serie de ensayos fueron realizados utilizando
las celulas de globulos blancos de personas saludables que
incluyen o expresan las glicoproteinas denominadas “CD4” en
sus superficies utilizando el ensayo ImmuKnow™ de Cylex
Incorporated de Columbia, Maryland. Estas células de gldébulos
blancos son a las que también nos referimos como células

“‘CD4+" debido a su expresion de las glicoproteinas CD4. La
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Los componentes del equipo de prueba del ensayo
5 ImmuKnow™ fueron: una “Placa de Ensayo” estandar de 96

depositos, incluyendo ocho tiras removibles; un “Diluyente de

Muestra®™, el cual incluye el medio de crecimiento y un

conservador; un “Estimulante”, el cual incluye
fitohemaglutinina-L (PHA-L) (una substancia de los frijoles (por
10 ejemplo, frijoles de riidn rojo), que son conocidos para
estimular no especificamente la mitosis (un proceso en el cual
la célula crece y se divide en dos nuevas células), y por lo
tanto, la produccién preparatoria del trifosfato de adenosina

(ATP) en las ceélulas de los gldébulos blancos (por ejemplo, un

15 “"mitogeno”)), diluido en el medio de crecimiento vy un
conservador; "Dynabeads®* CD4”, los cuales son cuentas de
purificacion de muestra magnética recubiertas con anticuerpos
CD4 monoclonales de raton anti-humano y son llevadas por una
solucion salina regulada con una albumina de suero bovino

20 (BSA) y el conservador; un “Regulador de Lavado”, el cual
incluye una solucion salina regulada con BSA; un “Reactivo de

Lisis”, el cual incluye una solucion basica hipotdnica con

detergente, un “Panel Calibrador” con concentraciones de ATP
de 0, 1, 10, 100 y 1,000 ng/ml; un “Reactivo Luminiscente” que

25 incluye luciferina y luciferaza en una solucién regulada las
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indicadora de la cantidad de ATP al cual ha sido expug

ki

depositos que tienen limites opacos (por ejemplo, paredes vy

bases).

Una tira de ocho depositos de |la Placa de Ensayo de 96
depositos, a la cual nos podemos referir como una “tira de
control”, fue utilizada para proporcionar controles, incluyendo
cuatro depositos de control “no estimulados” (NS) y cuatro
depodsitos de control “estimulados”.

Otra tira de ocho depositos de una Placa de Ensayo de 96
depositos, a la cual nos podemos referir como una “tira de
prueba”, fue utilizada por cada muestira que iba a ser probada.
Cuatfro de los depoOsitos de cada tira fueron designados como
depoOsitos "no estimulados”, mientras que los otro cuatro
deposifos de cada tira fueron depdsitos “estimulados”. Se
infrodujeron 50 microlitros (50 ul) del Diluyente de Muestra en
cada uno de los cuatro depodsitos "no estimulados” de la tira de
control, mientras que 25 pul de Diluyente de Muestra fueron

introducidos en cada uno de los depodsitos “no estimulados” de

cada tira de prueba. Se introdujeron veinticinco microlitros (25
ul) de Estimulante en cada uno de los cuatro depdsitos
“estimulados™ de la tira de control y dentro de cada uno de los
cuatro depdsitos “estimulados” de cada tira de prueba.

Ademas del Diluyente de Muestira o Estimulante, una
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muestra de 25 ul de una de las fracciones de peso m

identificada en el Ejemplo 1, fue introducida en cada uno%_;daal S
;E-_-,_;g;ul% R

ocho depositos de cada tira de prueba. Mas espeCIflca?’.@Eﬁe?@fﬂg?ﬁd
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cada una de las fracciones de peso molecular del Ejemplo 1 fue

5 reconstituida en el Diluyente de Muestra y diluida con un

volumen del Diluyente de Muestra para producir tres diferentes

concentraciones que finalmente, al momento de la adicién de 25

nl de muestra a un deposito, se sumarian respectivamente a la

adicion de 10 npg, 100 pg y 1,000 pug del polvo secado al

10 deposito.
Fue preparada una dilucion de 1:3 (sangre: “Diluyente de
Muestra”), de una muestra de sangre, la cual habia sido agitada
suavemente para distribuir de manera uniforme sSus

constituyentes, incluyendo las células de gldébulos blancos. Se

15 agregaron setenta y cinco microlitros (75 ul) de Ila sangre

diluida a cada depdsito de cada tira. El contenido de los

depodsitos fue entonces mezclado (por ejemplo, colocando la

placa en una placa agitadora durante aproximadamente 30

segundos), luego incubado a una temperatura de 37°C en un
20 ambiente de CO, al 5% por aproximadamente 18 horas.

Una vez que estuvo completa la incubacion, el contenido

de los depdsitos fue nuevamente mezclado (por ejemplo,

colocando la placa en una placa agitadora por aproximadamente
tres minutos). Posteriormente, la solucién incluyendo las

25 cuentas de purificacion de muestra Dynabeads® fueron
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mezcladas para suspender de manera homogénea las

F

de purificacion de muestra Dynabeads® dentro del liqu #,_“o pogﬂgihuf.
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Como se observo anteriormente, las cuentas de purificaclon

5 muesira Dynabeads® en este ejemplo incluyen cuentas

magneticas recubiertas con anticuerpos monoclonales de raton

anti-humanos CD4. Se agregaron cincuenta microlitros (50 ul)

de la solucion portadora de las cuentas de purificaciéon de
muestra Dynabeads® a cada depdsito de cada tira.

10 El contenido de los depédsitos de cada tira fueron

nuevamente mezclados (por ejemplo, en una placa agitadora
por aproximadamente 15 segundos), luego se permitid que se
asentara, o incubara a temperatura ambiente durante una

duracidon de aproximadamente 15 minutos. El proceso de mezcla

15 e incubacidon entonces fue repetido. Los anticuerpos de ratdn
anti-humanos CD4 en las cuentas de purificacion de muestra
Dynabeads® se enlazan solamente a las celulas de gldbulos
blancos exhibiendo la glucoproteina CD4. Durante esta
incubacidén, las ceélulas de gliébulos blancos CD4+, incluyen las

20 células auxiliadoras T, que fueron inmovilizadas por, o
enlazadas a, los anticuerpos monoclonales de ratdn anti-

humanos CD4 en las cuentas de purificacidon de muestra

Dynabeads®.
Después de la incubacidon, el contenido de cada uno de los

25 depodsitos fue mezclado nuevamente (por ejemplo, durante
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purificacion de muestra Dynabeads®. El| contenido d&geddaicanc

- . . &5l Piopledad
deposito entonces fue introducido en un campo magnético. -Qp%‘?‘f@uﬁi‘m‘

-
o

ejemplo, colocando cada tira de ocho depdsitos en una charola
de magneto que se consigue en Cylex), de acuerdo con el
protocolo establecido en las instrucciones que acompafian el
ensayo ImmuKnow™_ Cuando son sometidas al campo
magnético, las cuentas de purifiéacién de muestra Dynabeads®
son Jaladas a un lado de cada depédsito en el cual estan
presentes. El contenido restante del depodsito puede entonces
ser removido (por ejemplo, aspirado con una pipeta, etc.) y las
células auxiliadoras T lavadas una o mas veces (por ejemplo,
tres veces, cada una con 200 pul de Regulador de Lavado) para

purificar las mismas substancialmente.

Entonces se agregaron doscientos microlitros (200 pul) de
Reactivo de Lisis a cada depodsito. Después de la remocion del
contenido de cada deposito del campo magnético, el contenido
de cada deposito (por ejemplo, las cuentas de purificacion de
muestra Dynabeads®, las celulas adheridas a las mismas, y el
Reactivo de Lisis) fueron mezclados (por ejemplo, por
aproximadamente cinco minutos en un agitador de placa). El
Reactivo de Lisis rompido las membranas de las células CD4+
que fueron Inmovilizadas por el anticuerpo en las cuentas de

purificacién de muestra Dynabeads®. Entre otras cosas, el ATP
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fue liberado de las células lisadas.

A Ensﬂmi’i

Una vez que estuvo terminada la lisis de las ceigﬁfﬁ @ @;meaﬁ@

campo magnetico, Jalando las cuentas de purificacion de

O muestira Dynabeads® dentro de cada depdsito a un lado del

deposito. Una muestra de 50 pul fue entonces transferida de

cada deposito a un deposito correspondiente de la Placa de

Medicion. Ademas de transferir las muestiras, varios depdsitos

de la Placa de Medicion de 96 depodsitos fueron reservados para

10 muestras de 50 ul de las diferentes concentraciones de ATP de
las soluciones del Panel Calibrador.

Entonces se agregaron ciento cincuenta microlitros (150

il) de Reactivo de Luminiscencia a cada depdsito de la Placa

de Medicion que incluyo, ya sea la muestra de prueba o una

15 muestra de la solucidén del Panel Calibrador. La luminiscencia
de cada depoOsito fue entonces medida. La luminiscencia medida
de cada deposito proporciona una indicacidon de la cantidad del
ATP presente en ese deposito. La cantidad de ATP presente en
cada deposito es, a la vez, indicadora de una cantidad de

20 actividad metabdlica dentro de las células (por ejemplo, células
CD4+), de las cuales se calcularon los contenidos de cada

deposito de la Placa de Medicidon. En las muestras que fueron

derivadas de las celulas que fueron estimuladas de una manera
no especifica con PHA, se esperaba que estuviera presente un

25 nivel relativamente alto de ATP. La adicién del inmuno-
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regulador (por ejemplo, de una de las fracciones identificalas s

en el Ejemplo 1) aumentaria o disminuiria, o

actividad metabdlica de las células CD4+ que s

estimuladas de una manera no especifica por el PHA.
5 Los resultados de dichas pruebas se establecen en la

siguiente tabla, representando Ilos numeros ilustrados, Ila

cantidad media (promedio) de ATP producido por las células de

gléobulos blancos de cada subconjunto:

10

15

20

25
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TABLA 1

Muestra Control

100 ug por
depdsito

10 ng por
depdsito

Bhdusivlal

—-

Fraccion de Calostro de 250
Da a 2,000 Da

(NS) No Estimulado 5

E=stimulado con PHA 388 336 253 127

% de reduccion en el 13.4 34.8 67.3

estimulo de PHA

NS 14

Fraccion de Calostro de 52

2,000 Daa 4,000 Da_

62 42

i
s

|
|

- . = > -

a
|

Estimuad con ' ' 339
% de reduccion en el 12.6

estimulo de PHA

—_
e

Fraccion de Calostro de
4,000 Da a 8,000 Da
(incluye TF)

6

Estimulado con PHA 388 378 250 207

% de reduccion en el 35.6 46.6
estimulo de PHA

Fraccion de Calostro de NS 14
8,000 Da a 12,000 Da
Estimulado con PHA 388 337 237 181

% de reduccioén en €l 13.1 38.9 53.4
estimulo de PHA

4} N
..l
l

39

o N

(o h
l

@7

Fraccion de Huevo de 2,000|NS 14
Da a 4,000 Da

44

Estimulado con PHA 388 228 161 148

% de reduccion en el 41.2 58.5 61.9
estimulo de PHA

Estimulado con PHA 388 354 230 158

' % de reduccion en el 40.7 59.3
estimulo de PHA

l
0
I

oS

Fraccion de Huevo de 4,000
Da a 8,000 Da (incluye TF)

N
l '

i
l

~
.

o
o
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Estos datos muestran que las pruebas no estimulad

donde las células no fueron expuestas al PHA, cada una de
fracciones de peso molecular de 4,000 Da a 8,000 (“;&';f;;i‘;ggg
calostro y huevo), ambos de los cuales es conocido quéﬁﬁumlcji
contienen el factor de {ransferencia, estimularon la actividad
metabolica adicional en las células de gldbulos blancos CD4+.

Estos datos confirman la capacidad del factor de transferencia

para regular de manera ascendente la inmunidad portada por la
celula.

Por el contrario, las fracciones de calosiro y huevo de
4,000 Da a 8,000 Da redujeron la regulacién de la capacidad no
especifica del PHA para estimular la actividad metabodlica en las
células CD4+. Debido a que el PHA es un' estimulante no
especifico artificial, no es sorprendente la baja regulacidén de su
actividad por el factor de transferencia, el cual participa en la
Inmunidad portada por la célula. Se considera, e
investigaciones anteriores han demostrado, que el factor de
transferencia ayuda a equilibrar y hasta a enfocar, la actividad
inmune de las células T (por ejemplo, ayudando a las células a
“recordar” su proposito principal, reduciendo la autoinmunidad vy
los padecimientos asociados, mientras que se mejora la
actividad contra las entidades no deseables, tales como Ia
infeccion del cuerpo del sujeto por microorganismos (bacterias,

virus, etc.), etc.). La baja regulacidon de la actividad estimulada

por el PHA por las celulas T parece confirmar este rol de factor
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de transferencia en la inmunidad portada por las célulag 5 |!

Se vieron resultados similares en un numero de. -Mé@%ﬁﬂﬁ@
o Redeano

fracciones de peso molecular que no incluyen el faizbsFrgpledad

indusiral
transferencia, incluyendo la fraccién de calostro de 250 Da a

o 2,000 Da (ambas la regulacion ascendente y la regulacion

descendente), la fraccion de calostro de 2,000 Da a 4,000 Da

(regulacion ascendente), y la fraccién de huevo de 2,000 Da a
4,000 Da (regulacion ascendente y regulaciéon descendente). La
fraccion de calostro de 8,000 Da a 10,000 Da también ocasiono

10 la regulacion ascendente de la actividad de las células de
globulos blancos CD4+ que no fueron estimuladas con PHA vy la
regulacion descendente del estimulo de PHA de la actividad
metabodlica en las células de globulos blancos CD4+.

Estos datos establecen que I[os Iinmuno-reguladores

15 diferentes al factor de transferencia estan presentes en por lo
menos |la fraccidon de calostro de 250 Da a 2,000 Da, la fraccion
de calostro de 2,000 Da a 4,000 Da y la fraccién de huevo de
2,000 Da a 4,000 Da. Las capacidades de inmuno-regulacion de
las "“moléculas de nanofraccion” presentes en cada una de estas

20 fracciones han sido por lo menos confirmadas parcialmente por

el experimento que se establece en el Ejemplo 3.

EJEMPLO 3

Una segunda serie de ensayos de actividad inducida en
celulas de globulos blancos de individuos saludables que

25 exhiben una glicoproteina CD3 (por ejemplo, células CD3+), la
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cual es conocido que incluye todas las células T, lnoluyeﬂ} a8 |
denominadas celulas de “"memoria T”. Especificamente, ’sén@imm
~U Wexieono
utilizé el ensayo T-Cell Memory™ de Cylex. El protocdgidadegpledad
Incustiicl

ensayo T-Cell Memory™ de Cylex es muy similar al establecido

5 en el Ejemplo 2, con las siguientes excepciones: solamente se

introdujeron 25 pul del Estimulante, el cual incluyé

Concanavalina A (ConA) en vez de PHA, en los dep6sitos
‘estimulados” de la tira de control, mientras que se agregaron
25 pl de una dilucion de 1:10 de vacuna de citomegalovirus
10 (CMV) agregadas a los depdsitos “estimulados” de cada tira de
prueba (para una dilucion final, por depdsito de 1:50); se
inmovilizaron anticuerpos de ratéon anti-humano CD3 a las

superficies de las cuentas magnéticas (de acuerdo con las

instrucciones del equipo de prueba T-Cell Memory™), para

15 preparar las cuentas de purificacion de muestira Dynabeads® vy
las cuentas de purificacion de muestra Dynabeads® fueron
agregadas a las muestras de sangre, el Diluyente de Muestira,
el Estimulante (si lo hay) y la fraccion de muestra (si la hay)
antes de |la incubacidn inicial.

20 En el ensayo T-Cell Memory™, se utilizd el antigeno en
lugar del mitégeno (por ejemplo, PHA) de modo que pudiera ser

evaluada l|a capacidad de las celulas de memoria T para

reconocer un antigeno particular. De manera importante, la
intensidad de la luz emitida de cada depodsito de la Placa de

25 Medicion es menor, conforme las células de memoria T forman
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solamente una porcion de las células que han sido enlaza

las moieculas del anticuerpo de las Dynabeads®.

Los resultados de estos ensayos se establecieron _gr
siguiente tabla, representando a los numeros ilustrados lagﬁ@usm@‘
5 cantidad media (promedio) del ATP producido por las células de

globulos blancos para cada muestra (y cantidad) probada:

TABLA 2
Fraccion de Calostro de 250|(NS) No Estimulado 12 14 12 17
Paa 2,000 Da
Estimulado con CMV 316 468 338 345
10
% de aumento en el 48.1] 7.0 9.2
estimulo de CMV
Fraccion de Calostro de NS 12 15 12 15
2,000 Da a 4,000 Da
_ Estimulado con CMV 316 501 503 440
% de aumento en el 58.5 59.1 39.2
estimulo de CMV
Fraccion de Calostro de NS 12 22 16 19
4,000 Da a 8,000 Da
15 (incluye TF)
— Estimulado con CMV 316 473 476 475
% de aumenio en &l 49.7 50.6 50.3
estimulo de CMV
Fraccion de Calostro de NS 12 14 18 26
8,000 Da a 12,000 Da
_ Estimulado con CMV 316 453 404 370
% de aumento en €l 43.4 27.8 17.1
_ estimulo de CMV
20 Fraccion de Huevo de 2,000|NS 12 26 61 108
Da a 4,000 Da
% de aumento en el -3.5 10.4 10.8
estimulo de CMV
Fraccion de Huevo de 4,000]NS 12 34 39 108
Da a 8,000 Da (incluye TF)
- Estimulado con CMV | 316 310 280 381
% de aumentoenel | -1.9] -11.4 20.6
25 estirnulo de CMV
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Los datos obtenidos de la prueba realizada en -esiew— 1
e, INSHILNO
Ejemplo 3 demuestran que, la presencia de un antigenc{poriisicand

. . . e (g Propisdaoa
ejemplo, un estimulante especifico, opuesto a la falta de gdgusinial

especificidad de un mitégeno, tal como el ConA 6 PHA), las tres
5 fracciones de calostro que contienen el factor de no

transferencia mejoran la actividad de las células. de memoria T

para el CMV hasta un grado que es comparable con (las

muestras de fracciones de calostiro de 10 ug de 250 Da a 2,000
Da y de 8,000 Da a 12,000 Da) o excede (las muestiras de 10 ug

10 y 100 pg de fracciones de calostro de 2,000 Da a 4,000 Da) la

capacidad de I|las muestras dimensionadas de manera
comparable con la fraccion de calostro que contienen factor de
transferencia de 4,000 Da a 8,000 Da, para mejorar la actividad

de las células probadas cuando estan expuestos al CMV.

15 EJEMPLO 4
Se realizdo otro conjunto de ensayos para determinar si
cualquiera de I|as moléeculas de inmﬁno-reguladoras de
nanofraccion (por ejemplo, los inmuno-reguladores de fraccidn
de calostro de 2,000 Da a 4,000 Da), o la fraccidn que contiene
20 el factor de transferencia (por ejemplo, la fraccién de calostro
de 4,000 Da a 8,000 Da) podrian regular (por ejemplo, mejorar)

la memoria inmune de un sujeto el cual habia estado expuesto

recientemente a una alta dosis de un antigeno particular.
Especificamente, se obtuvo una muestira de sangre de un

25 Individuo gque habia estado expuesto al virus de la influenza, el




10

15

20

25

23

cual ocasiona una infeccidén sistémica y sufrié de los sihtomas ..~ !
de la infl durant t i, INEHING
e la influenza durante cuatro semanas. S ey
. . daia Pronledad

El ensayo fue realizado de la manera descrlt%@.ie'}jﬁ

" indlusirict
Ejemplo 3, utilizando el ensayo T-Cell Memory™ de Cylex de
acuerdo con las instrucciones proporcionadas con el ensayo vy
establecidas en el Ejemplo 3, excepto que fue utilizado un
antigeno de influenza, en la forma de una dilucion de 1:25 de
una vacuna de influenza manufacturada por Aventis Pasteur of

Paris, Francia, para la estacién de gripes del 2008 al 2007

(para una dilucion final por deposito de 1:125), en lugar de la

vacuna de CMV del Ejemplo 3.

Los resultados de este ensayo se establecen en la tabla
siguiente:

TABLA 3

Fraccion de Calostro de NS

2,000 Da a 4,000 Da

Estimulado con antigeno de 827
influenza

% de aumento en el
estimulo del antigeno de
influenza

II!IIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Estimulado con antigeno de 827 989 997 830
influenza
- feow

Control

-3

-
-~
Q

0
.
N .
. '
W

100 pg 1000 pg

4

—_
-

.l

1003 936

21.3 13.2

o
N

3 2
> o o

Fraccion de Calostro de
4,000 Da a 8,000 Da
(incluye TF)

% de aumento en el 19.6 20.6 0.4

estimulo del antigeno de
Influenza

Los resultados mostrados en la Tabla 3 (los cuales

tambien estan mostrados graficamente en la Figura 1) indican
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que, cuando las células de memoria T de un sujeto i#figx
estado expuesto recientemente a un antigeno particu a'r' soTﬁ

ﬂ%wi@

expuesfas a ese antigeno, particularmente en la presencia %ﬁ ACERo
33 ﬁﬁ@ﬁi@ﬁﬁ@
las moléculas de nanofraccién o el factor de transferencia, lBdusidal
actividad de las células de memoria T CD3+ aumenta de manera
importante. De hecho, las cantidades relativamente pequefias
de las moléculas de nanofraccién y del factor de transferencia
ocasionaron un aumento de aproximadamente el 20% en la
actividad de la célula de memoria T. De hecho, parece que los

inmuno-reguladores de la fraccion de 2,000 Da a 4,000 Da son

casi tan efectivos como el factor de ({ransferencia vy
cualesquiera otras moléculas presentes en la fraccion de 4,000
Da a 8,000 Da para regular la actividad de las células
probadas.

Los resultados de los Ejemplos del 1 al 4 indican que los
inmuno-reguladores que tienen pesos moleculares en 10s rangos
de 250 Da a 2,000 Da, 2,000 Da a 4,000 Da, y 8,000 Da a2
12,000 Da son efectivos para regular la actividad inmune de
diferentes tipos de celulas T. Por lo tanto, administrando dichos
inmuno-reguladores o preparaciones o0 composiciones que
incluyen los inmuno-reguladores a un sujeto, se puede regular
la inmunidad portada por las células del sujeto.

Basados en estos resultados, se desarrolld un proceso
para producir varios suplementos dietéticos (por ejemplo, de

calostro (bovino), huevo (gallina), etc.) que incluyen moléculas
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de un MWCO previamente determinadas. Por ejemplo, |

modo de limitacidon, una preparacion liquida de una fuéme démﬂm

*

waiin Bexicono
inmuno-reguladores de nanofraccién, de las cuales Wﬁfi?}a!@dﬁa
indusirial

menos las particulas microscopicas (por ejemplo, sdélidos de

5 calostro/leche, cascarones de huevo y membranas, etc.) (por

ejemplo, mediante la separacidén de fase, procesos de filtracion,

etc.) que han sido removidos pueden ser pasados a través de
un filtro con poros que tienen una dimensidn que proporciona un
MWCO superior previamente determinado. Como un ejemplo no
10 limitativo, un filiro qﬁe proporciona un corte de peso molecular
de aproximadamente 3,000  Da puede ser utilizado.
Alternativamente, pueden ser utilizados 10s procesos de
dialisis, que incluyen el uso de membranas de dialisis que

tienen poros que proporcionan el MWCO deseado. El uso de

15 dichos procesos proporciona una “nanofraccidon” de la cual las

moiéculas mas grandes incluyen el factor de transferencia,
anticuerpos y una variedad de otras moléculas que tienen pesos
moleculares mayores de aproximadamente 3,000 Da, gque son
excluidos. (Por ejemplo, son producidos el calostro, el huevo de
20 gallina y varias composiciones en polvo). EIl filtrado (por
ejemplo, la porcion del liquido que ha pasado a fravés del filtro)

puede entonces ser procesada adicionalmente por técnicas

conocidas (por ejemplo, secado por congelacion, secado
rociado, evaporacion para formar un liquido mas concentrado,

25 la incorporaciéon en un gel, etc.). El “producto de nanofracciéon”
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puede entonces ser utilizado solo o incorporado

composiciones.

1: d_;_.e . i i
"'-i"'l- ig= . . " Ef?ﬁ{v Irh__-l
(] Ley 3

Se considera que incluyendo las moléou@g;g@é%mdd@
nanofraccion, aun en cantidades muy pequefias, en las
preparaciones que también incluyen el factor de transferencia
(y las cuales también pueden incluir niveles de linea de base
(por ejemplo, aquellos niveles ya presentes en la fuente (por
ejemplo, calostro, huevo, etc.) del cual es obtenido el factor de
transferencia), las composiciones resultantes regularan de
manera descendente la actividad no deseada de las células T
(por ejemplo, la autoinmunidad y las enfermedades asociadas,
etc.), mieniras que se mejora o se regula de manera ascendente
la aclividad deseada de la célula T. Las composiciones que
fueron desarrolladas de nanofraccién vy el factor de
transferencia son establecidas en las Tablas 4 y 5.

TABLA 4

COMPOSICION A

Ingrediente Cantidad Relativa
(en peso)

Fraccion de Calostro Bovino, MWCO superior 68%

10,000 Da (secado rociado)

Fraccion de Calostro Bovino, MWCO superior 2%
3,000 Da (nanofraccion) (secado rociado)

Yema de Huevo de Gallina (secado rociado) 30%

A la composicion de la tabla 4, también nos podemos
referir como “un componente de inmuno-regulacién”. Dicho

“componente de inmuno-regulacién” puede consistir
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esencialmente de una combinacién de fuente de IP

&2 -denstituio
" . tracto de  fuent dol | **""‘r“ Wiexicano
nanofraccion) o extracto e fuentes e mmuno-re%@c%%@%d@d

inmune, tales como aquellos de la lista de la tabla 4 o puedetﬁdusmﬁ'

reguladores (incluyendo fuentes de inmuno-regulados

incluir otros ingredientes.

De un modo similar, una composicién que incorpora las
enseffanzas de la presente invencién puede consistir
esencialmente de un “componente de inmuno-regulacidon”, tal
como el que se describe en la tabla 4, o puede incluir otros
ingredientes, como se establecen en la tabla 5.

TABLA 5

COMPOSICION B

| Ingrediente Cantidad (por servicio, tamafio de I
B L | servicio = una capsula) |

| Composicion A | 150 mg |
| Zinc (en la forma de monometionina) o ~ 5mg|

m i —

- tﬁlr-‘lOmgl

Complejo de polisacarido propiedad de Cordyvant™

i

IP-6 (hexafosfato de inasitol)

~ Extracto de frijol soy;(ﬁtdsteroles)

Cordyceps sinensis (acidos cordicépticos al 7%) 1 ]

— - M = e e S e — — - e — e S— e S— e

Beta-glucano (Ievadtlra de pasteﬂleﬂ'ri’a) o | 1

(Saacharomyces cerevisae)

P Py S S J Ay S e e, N — P l—

 Beta-glucano (de Avena) (Avena sativa) | |

~ Extracto de Agaricus blazeii | ‘ | ‘
Mananos (de Aloe Vera) (hoja) - | I

L e

Hongo Maitake (Grifola frondosa) (planta completa) | - |

il

Hohgo Shiitake (Lentiht}sLedbdes)(planta combléta

_(extracto 5:1)) - I . —_

Una composicién de acuerdo con la presente invencion
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una bebida RioVida® que se consigue en 4Life Researchv‘LC démﬂi’m@
O opiavieano

Sandy, Utah), un polvo (el cual puede incluir ingre'-%?éﬁ?é-‘épiﬁdﬁé
Incusinial

adicionales para proporcionar un sabor deseable, propiedades

de disolucién y similares), una tableta (la cual incluye

adicionalmente otros ingredientes tales como enlazadores (por

ejemplo, almidén)) y similares, un gel (en el cual la gelatina y

otros ingredientes pueden ser agregados, o en cualquier otra

forma adecuada. Debera quedar entendido que, para propdsitos

de esta descripcidon, los ingredientes adicionales que son

usados para la manufactura de dichas modalidades de una

composicion de la presente invencidn pueden, ser considerados

unicamente como opcionales y no esenciales para Ia

composicién, a menos que (o requieran de otro modo las

reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLO 5

La sangre fue recolectada de un individuo qgque habia

estado sufriendo de sintomas de (infeccidn por el virus de
varicela zoster (VZV)), por aproximadamente cuatro semanas.
lLa sangre fue analizada utilizando el ensayo ImmuKnow™ de |3
manera descrita en el EJEMPLO 2, teniendo las fracciones de
muestra del EJEMPLO 2 que ser reemplazadas‘ por las
siguientes: (a) un control que no incluyd inmuno-reguladores;
(b) wuna fraccién de calostiro que tiene un MWCO de

aproximadamente 3,000 Da que ha sido secado por rociado; (c)
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superior de aproximadamente 10,000 Da, el cual fue agre

“Composicion A”; y (e) la composicion de la TABLA 5, la cual
esta marcada como “Composicion B”. Cada uno de los puntos
(b) al (e), fue reconstituido en el Diluyente de Muestra que
acompafio el ensayo ImmuKnow "™ y diluido a una concentracion
gue dio como resultado final una conceniracién por depésito de
1 mg/ml una vez que las muestras de_sangre y todos los otros

liquidos habian sido vertidos en cada depoésito.
Los resultados de esos ensayos se establecen en la

siguienfe tabla:

TABLA 6
L B - | Control | Nanofraccién | TF XF | Composicién | Composicién
- - — A-mu - p— - B—_._—.._—.._—__—._ —
No estimulada (NS) | 26| 3| Try 47 19
| Estimulada con ' 220 234 150 140 27
PHA | _ | I

Estos resultados tambien aparecen en la grafica de la
figura 2.

Se reitera que estos resultados fueron obtenidos en un
punto del tiempo (aproximadamente cuatro semanas después de
la Infeccidn inicial; es decir durante la convalecencia) en
donde, en ausencia del estimulo, la actividad de la célula
auxiliadora T (CD4+) se espera que disminuya, aunque un

namero mas grande de ceélulas auxiliadoras T permanezcan en

»ﬁ? g;'ff- %15 1 {e}
SEeEN0

He % f@i@i@:&@d
(d) la composicién de la TABLA 4, la cual estd marcada confyiusitial
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la sangre del sujeto. La actividad de la célula estimu

fue estimulada solo ligeramente, en ausencia del est 1lan

PHA no especifico, por la nanofraccién, TF Xm '

Composicion B. Sin embargo, El estimulo no especifico de las
celulas auxiliadoras T por el PHA, fue reducido de manera
iImportante por el TF XF y la Composiciédn A y todavia en un
grado mas aito por la composicion B, como podria ser esperado

de I0s resultadbs del EJEMPLO 2, como se establecen en la

TABLA 1.
EJEMPLO 6

En un punto mas temprano de tiempo (aproximadamentie
una semana después de la presentacidon de 'los sintomas de
varicela) se esperaria que las celulas de memoria T, aungque no
esten presentes en la sangre del sujeto en grandes
concentraciones debido a Ila naturaleza localizada de las
infecciones de VZV que ocasiona la varicela (por ejemplo,
titulos de sangre relativamente bajo de VZV), ya habria
reconocido ia infecciéon de VZV y serian facilmente estimulados
por la presencia de! antigeno de VZV. De acuerdo con un
ensayo de T-Cell Memory™ que fue realizado para determinar
los efectos de la nanofraccion, TF XF, la Composicién A y la
Composicién B en las células de memoria T de la sangre del
mismo paciente que fue probado en el EJEMPLO 5. Se siguid el

protocolo establecido en el EJEMPLO 3, con las siguientes
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excepciones: fue usada la vacuna VZV,

final por depoédsito de 1:50); y las fracciones de muesigdddEE -S4

- Indusiiial

EJEMPLO 3 fueron reemplazadas por el control y fos inmuno-
reguladores utilizados en el EJEMPLO 5, habiendo sido diluido
cada inmuno-regulador a una concentracién final por depédsito
de 100 ug/mil.

La tabla siguiente establece los resultados del ensayo:

TABLA 7

| - I Control l Nanofraccion | TF XF | Composicién | Composicion _:
I ] _ | A _ B

| No estimulada (NS) 1 2| 13| 21| 51 |
| Estimulada con 1 5 | 30 | 32 l 69 I
v ‘ N
| Estimulada con 288 ' | i |
| ConA . . L | ]

Estos datos también estan ilustrados graficamente en la
figura 3.

Como se esperaba, el factor de transferencia, el cual esta
presente en el TF XF, estimuld la actividad de las células de
memoria T. La adicion de una pequefia cantidad de moléculas
de nanofracciéon extra al factor de transferencia aumenté de
manera importante la actividad en las células de memoria T,
tanto, con como sin, el estimulo de VZV adicional. Por lo tanto,
los- resultados de los EJEMPLOS 56 v 6 confirman que la adicidon
de unas moléculas de nanofraccion extras a las preparaciones
que también incluyen el factor de transferencia, adn en

cantidades muy pequefas, regularan de manera descendente la
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actividad no deseada de las ceélulas T (por

- . .
x 3
0= g

1 -
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autoinmunidad y los padecimientos asociados, etc. )1«=~ len%Fa'%mm
' fhedicanod

que mejoran o regulan de manera ascendente Iag@@f\mﬂmf“itﬁd
indusirial

el K

deseada de la celula T.

5 EJEMPLO 7

En otro estudio, el cual fue realizado para determinar las

habilidades de las diferentes composiciones, incluyendo las
composiciones que incluyen el factor de transferencia y las
moleculas de nanofraccidn extra establecidos en las TABLAS 4
10 vy 5, se evaluo para estimular la ac&tividad de las célula
exterminadoras naturales (NK) contira la linea celular K-562 del
eritoblasto de leucemia, la cual es sensible a las células NK.
Por consiguiente, las células NK son a las que también nos

referimos en la presente descripcion como “células efectoras”,

15 mientras que a las células K-562 también nos referimos en la
presente descripcion como “celulas de tumor”, y como “células
objetivo”. Especificamente, se utilizé la tecnologia de Ensayo
MTT, la cual, el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), el cual es amarillo, se reduce a

20 formazan, el cual es morado por medio de las enzimas de
reductasa en la mitocondria activa de las células vivas.

Justamente antes del analisis de la citotoxicidad, se agrega a

cada depoOsito una solucion (por ejemplo, sulféoxido de dimetilo,
sulfato de sodio dodecilo (SDS) en acido clorhidrico diluido

25 . (HCIl), etc.) que disolvera el formazan en cada deposito. La




10

15

20

25

33

el |
espectrofotometria en la cual es medida la cantidad de.i¥uz:

]

A d

una longitud de onda determinada (por ejemplo, la lon ftdﬂ-demf-;fj
InsHo

onda en el rango de aproximadamente 500 nm wmgiCcano
gz [a Propledan

dustial

aproximadamente 600 nm) absorbida por la solucidon de cad
deposito, v luego es utilizada para determinar los ndmeros de
celulas vivas en los depositos de ensayo, en relacién con el
numero de ceélulas vivas en uno o mas depdsitos de control
dentro de los cuales no se agregaron composiciones de prueba.

Las composiciones que fueron evaluadas incluyeron el
Transfer Factor Advanced™, que se consigue en 4lLife
Research; Transfer Factor Plus Advanced™, {ambién que se
consigue en 4Life Research; la Composiciéon A, la cual incluye
tanto el factor de transferencia como una cantidad elevada de
moleculas de nanofraccion; Composicion B, la cual incluye el
factor de transferencia, una cantidad elevada de moléculas de
nanofraccidon y otros ingredientes que se considera gque mejora
la actividad del sistema inmune; moléculas de nanofraccion de
calostro bovino; moléculas de nanofraccion de huevo de gallina,
e interleucina-2 (IL-2), que se consigue bajo la marca comercial
de Proleukin de Chiron de los Paises Bajos, la cual es sabido
gque tiene una lista de las células NK contra las células
cancerosas.

lLLa sangre fue obtenida de cinco donantes saludables. Se
utilizaron procesos conocidos para aislar las c¢élulas de

gléobulos blancos y otros constituyentes de la sangre. Las
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Incusine!
Missouri) son utilizados para ailslar las células mononucleares,

(por ejemplo, utilizando un gradiente de densidad Hlsﬁgandéﬁim:@

que se consigue en Sigma-Aldrich Corporation de %t.

incluyendo las células NK y otros tipos de células de glébulos
blancos. Las células mononucleares fueron introducidas en el
medio de crecimiento RPMI 1640 con suero fetal de becerro
(FCS) al 10%. Volimenes iguales de esta mezcla, incluyendo
una concentracion de aproximadamente 60,000 células de
globulos blancos en 100 pl de medio de cultivo, se inirodujeron
denfro de diferentes depositos en una placa estandar de 96
depositos. Las muestras reconstituidas del factor de
transferencia y/o las composiciones gque contienen la molécula
de nanofracciéon identificadas anteriormente, teniendo una
concenfracion cada una de 0.100 mg de polvo a 1 ml de
solucion estéril, se agregd agua desionizada a tres diferentes
depositos con un contenido de celulas de glébulos blancos vy
medié de crecimiento, por un t{otal de dieciocho depdsitos.
Ademas, se introdujeron 1,000 1U/ml de IL-2 en tres depoésitos
de conirol positivo que contienen la mezcla de medio de
crecimiento de la célula mononuclear. Tres depdsitos de conirol
negativo incluyeron solamente I[a mezcla del medio de
crecimiento de células mononucleares, sin inmuno-reguladores.
Tambien se incluyeron tres controles negativos solamente de

celulas efectoras en Ila mezcla del medio de crecimiento de la
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célula mononuclear, mientras que se incluyeron dep
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control negativos solamente de tres células objetivo de ]
de medio de crecimiento. )
2 Jafoplsdad

Las células mononucleares fueron incubadas por dfgustrial
composiciones de inmuno-regulacion respectivas (excepto los
ires depositos de conirol negativo) en la presencia de CO, al
5% a una temperatura de 37°C v 100% de humedad durante 48
horas.

Después de la incubacidn, Se introdujeron
aproximadamente 30,000 celulas K-562 en cada depdsito,
excepto en los tres depodsitos de control negativos solamente de
celulas efectoras, que contenian células mononucleares y medio
de crecimiento. La placa de 96 depédsitos y las mezclas en sus
depodsitos fueron nuevamente incubadas en la presencia del CO,
al 5%, en una temperatura de 37°C y una humedad de 100%
durante 48 horas.

La soluciobn MTT, que tiene una concentraciéon de 5 mg
MTT/ml solucidn salina de Henk, fue preparada de acuerdo con
técnicas estandar conocidas. Treinta microlitros (20 uyl) de la
solucion MTT fueron introducidas en cada depodsito que contiene
células de tumor-medio de crecimiento celular mononuclear de
la placa de 96 depdsitos. La placa y el contenido de sus
depositos fueron nuevamente incubados en la presencia de CO,

al 5% a una temperatura de 37°C y 100% de humedad, esta vez

por aproximadamente cuatro horas.
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Después de esta incubacion final, la placa de 96 depasitos/: .,

if

fue centrifugada a una velocidad de aproximadamenfe-‘ 'i,Sﬂ‘?u"f@
| T fAedicano

rom durante cinco minutos. Posteriormente, el sobrepadapisiedad
Industrial

(liquido) fue removido de cada deposito y se introdujeron 150 yl
5 de dimetilsulféxido (DMSO) en cada depdsito que contenia

células mononucleares y células de tumor. Entonces se utilizd

un espectrofotémetro para medir la densidad 6ptica, en una
longitud de onda de 540 nm de cada depdsito que contenia las
células. La densidad oOptica medida entonces fue utilizada para
10 determinar el indice de citotoxicidad (%) (C! (%)) de las células
NK, como fueron activadas por cada una de las sustancias
probadas, utilizando la siguiente formula:
Cl (%) =11 - (0ODe+t - ODe) / ODy x 100,

en donde OD.,t es la densidad 6ptica de cada depdsito de

19 prueba correspondiente a una composicion probada, incluyendo
la {L-2 del conirol positivo, OD. es la densidad 6ptica promedio
de los tres depodsitos de control negativo solamente de células

efectoras; y OD; es la densidad optica promedio de los tres
depdsitos de control negativo de solamente de tres células
20 objetivo. El Cl(%) representa el porcentaje de células objetivo
que habian sido exterminadas por las celulas NK en cada

depdsito que también contenia la composiciobn de inmuno-

regulacién probada. Los resultados se representan en la

siguiente tabla:

25
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TABLA 8
[ Composicién de inmuno-regulacion T Cl (%) ]
' Transfer Factor Advanced® | 43.1 i
| Transfer Factor Plus Advanced® | 385 o
- Composicion A ) N 603 T
l ComposicionB ) | 57.9 |
I Moléculas de nanofraccion, calostro ' 77.9 |
| Moléculas de nanofraccion, huevo | 687 |
! HT—2- B 77.0 j

Estos datos, los cuales también estan ilustrados en la
grafica de la figura 4, muestran las composiciones que incluyen
las moléculas de nanofraccidén, particularmente aquellas del
calostro bovino, que son aproximadamente tan efectivas como o
mas efectivas que la IL-2 para obtener la actividad de la célula
NK contra las células de tumor K-562, mientras que las
composiciones que incluyen el factor de ({ransferencia de
calostros y huevos y las moléculas de nanofraccidén del calostro
(por ejemplo, la Composicion A y la Composiciéon B) activan las
células NK de una manera mas efectiva que las composiciones
que carecen de las moléculas de nanofraccion.

Agregando tan poco como el 2% en peso mas de moléculas
de nanofraccidn a una composicidon que incluye el factor de
transferencia, las moléculas de nanofraccion pueden impulsar la
accion de los componentes no especificos (por ejemplo, células
NK) de la porcidn portada por las células de un sistema inmune

del sujeto, complementando Ila capacidad del factor de
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Cuando se consideran juntos, los resultados de los

especificos del antigeno de la porciéon portada por lasiié*é-lul

5 EJEMPLOS del 5 al 7 demuestran que los factores de

fransferencia regulan y preparan las células auxiliadoras T, lo

cual hace posible gque un sistema inmune de un sujeto responda

mas rapidamente y de manera mas eficiente a los patégenos vy

ofras entidades no deseadas. Ademés, los EJEMPLQOS del 5 al 7

10 ilustran que el factor de transferencia puede mejorar Ila
actividad de las celulas de memoria T.

Los EJEMPLOS del 5 al 7 también muestiran que la adicidn

de moléculas extra del inmuno-regulador de nanofraccidén a las

composiciones que incluyen el factor de transferencia puede

15 fortificar y mejorar la inmuno-regulacién (por ejemplo, de las
células auxiliadoras T, células de memoria T, y células NK) del
factor de transferencia y de las composiciones eXistentes que
incluyen el factor de transferencia.

Un méfodo para regular la inmunidad portada por la célula

20 de un sujeto incluye la administracién (por ejemplo, de manera
enteral, parenteral, etc), de una composicion que incluye

moléculas de nanofraccién al sujeto. Las moléculas de

nanofraccion pueden ser administradas solas, o como parte de
una composicion que consiste esencialmente de moléculas de

25 nanofraccidén o pueden ser administradas por una composicion
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(por ejemplo, una composicion tal como la que se estab | S
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las TABLA 4 o TABLA 5) que incluye el factor de transfeﬁ?
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G Bravieano
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esfuerzo para mantener un equilibrio general de la inmunidad

La administracién puede ocurrir en una base regular ‘e

portada por las celulas del sujeto, y puede ser efectuada en
respuesta a una infeccién, un padecimiento auto-inmune, un
trasplanté de tejidos, u otro evento que afecta (activa o
suprime) la inmunidad portada por las celulas de un sujeto.

La administracién de las composiciones que incluyen el
inmuno-regulador de nanofracciéon de acuerdo c¢con las
ensefianzas de la presente Invencidon se considera que regulan
la actividad inmune portada por las células basada en la
necesidad fisioldgica. Por ejemplo, la actividad inmune no
deseada portada por la célula (por ejemplo, auto-inmunidad,
etc) puede ser reducida. Como otro ejemplo, la capacidad de
las células T para eliminar los patégenos indeseables, asi como
otras entidades indeseables, tales como células cancerosas vy
oiras células aberrantes o mutadas del cuerpo de un sujeto (por
ejemplo, activando las células auxiliadoras T (CD4+), las cuales
a la vez activan las ceélulas exterminadoras naturales (NK),
aumentando la inmunidad especifica al antigeno haciendo
posible que las ceélulas de memoria T, etc.) puedan también
enfocarse y mejorar, particularmente cuando es adminisirado el
factor de transferenqia con una cantidad adicional de moléculas

del inmuno-regulador de nanofraccidn.
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proporcionan ilustraciones de algunas de las modalidades

G A Y

el alcance de la presente invencidon, sino que L’Jnlcamen§

actualmente preferidas. De un modo similar, se pueden preveer
otras modalidades de la presente invencidéon las cuales no se
salgan del espiritu o alcance de la presente invencion. Las
caracteristicas de Ilas diferentes modalidades pueden ser
empleadas en combinacion. El alcance de la presente invencidn
es, por Ilo tanto, Indicado y Ilimitado solamente por las
reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes legales, en vez de
por la descripcion anterior. Todas las adiciones, eliminaciones y
modificaciones a la presente Invencién como se describe en el
presente documento que se encuenira dentro del significado vy
el alcance de las reivindicaciones deberan ser incluidas por las

mismas.
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REIVINDICACIONES _insthu
ﬁ:‘iu‘%xgéﬁﬁ@
1. Una composicién adecuada para mejorar la@l@@@%‘%?ﬁi@dﬁd
inciusiial

iInmune, que comprende:

un extracto que consiste de moléyculas nanofraccion que
tienen Pesos moleculares como maximo de
aproximadamente 3,000 Da.

2. La composicidon tal como se describe en la
reivindicacion 1, caracterizada porque el extracto comprende un
extracto de por lo menos uno de calostro bovino vy huevos de
gallina

3. Una composicion adecuada para mejorar la funcion
inmune, que comprende:

un componente de inmuno-regulacién, que incluye:

una primera parte que incluye un primer extracto de una
fuente de Inmuno-reguladores que comprende por 1o menos uno
de calostro y huevos que tienen un corte de peso molecular
superior de aproximadamente 10,000 Da, el primer extracto
incluyendo el "factor de transferencia y las moléculas de
inmuno-regulacion de nanofraccidon que 'tiene nesos moleculares
de giproximadamepte 3,000 Da o menores; y

una parte secundaria que incluye un segundo extiracto, el
segundo extracto comprendiendo el extracto de la reivindicacidn

1 o reilvindicaciéon 2 y teniendo un corte de peso molecular

superior de aproximadamente 3,000 Da, el segundo siendo

derivado en forma separada del primer extracto.
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4. La composicion tal como se OPE4a |
L, . insiinso
reivindicacién 3, caracterizada porque el compénente.ides
Inmuno-regulacidén inctuye adicionalmente: dgia fropiscad
g y ' inguslial
un extracto de huevos de gallina.
5. La composicion tal como se describe en la

reivindicacién 4, caracterizada porque el componente de
inmuno-regulacién consiste de la primera parte, la segunda
parte, vy el extracto de huevos de gallina.

6. La composicién tal como se describe en |a
reivindicacidon 5, caracterizada porque la primera parte consiste
del primer extractc; y la segunda parte consiste del segundo
eXiracto. 1

7. La composicién tal como se describe en cualquiera
de las reivindicaciones 3-6, | caracterizada porque el primer
extracto comprende un extracto de calostro bovino.

8. La composicién tal como se describe en la
reivindicacidn 7, caracterizada porque el segundo exiracto

comprende un extracto de calostro bovino.

9. La composicion tal como se describe en la
reivindicacion 8, .caracterizada porque el segundo extracto
comprende por lo menos aproximadamente el dos por ciento en
peso del componente inmuno-regulador.

10. La composiciéon tal como se describe en |la

reivindicacidon 9, caracterizada porque:

el primer extracto comprende aproximadamente 68% del
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peso de los componentes inmuno-reguladores; y

el extracto de huevos de gallina
. | . . fiexicano
aproximadamente el 30% en peso del componente ggmqg%@%&@d;
ﬂ”‘]
regulador. Indusirla

11. EI! uso de una composicién como la que se reclama
en cualquiera de las reivindicaciones 1-10, para preparar un
medicamento para regular ei sistema inmune de un sujeto.

12. EI uso tal como se describe en la reivindicaciéon 11,
en donde la composicidon aumenta la actividad de por lo menos
una de las celulas de memoria T, células auxiliadoras T, vy
células exterminadoras naturales contra patégenos, células
cancerosas, y celulas aberrantes o mutadas.

13. EIl uso tal como se describe en [a reivindicaciéon 12,
en donde la composicion disminuye la actividad inmune no

deseada mediada por celulas.
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RESUMEN

. . . £ AT
Se describen composiciones que incluyen extsgtloddedieano

fuentes de inmuno-reguladores que incluyen el [N M Uk rebpical
regulador de moléculas inmuno-reguladoras de nanofraccidon

5 (por ejemplo, moléculas que tienen pesos moleculares de

aproximadamente 3,000 Da o menores). Estas composiciones
tambien pueden incluir otros inmuno-reguladores, tales como el
factor de transferencia. La administracion de las composiciones
con extiractos que incluyen moléculas inmuno-reguladoras de
10 nanofraccion regulan la inmun‘idad portada por las células (por
ejemplo, regulan de manera descendente la actividad indeseada
de la célula T), de un sujeto al cual son administradas dichas

composiciones. Cuando son administradas con el factor de

transferencia, la combinacién de las moléculas inmuno-
15 reguladoras de nanofraccion en el factor de transferencia regula
de manera descendenfe la actividad no deseada de la célula T
mientras que aumentan o regulan de manera ascendente, la
actividad de la célula T en éontra de [os patdgenos y otras
entidades no deseables, tales como células cancerosas y otras
20 ceélulas aberrantes o mutadas.~ También se describen ensayos y
téecnicas de ensayo para evaluar las capacidades de la iInmuno-

regulacion de diferentes substancias.
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