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ES 2362192 T3

DESCRIPCION

Uso de B-1,3(4)-endoglucanohidrolasa, $-1,3(4)-glucano, diatomita, mineral de arcilla y glucomanano para potenciar
la funcién inmune

CAMPO DEL INVENTO

Esta descripcion se refiere a métodos y composiciones para la potenciacion de la funcién inmune en especies mami-
feras y aviares.

FUNDAMENTO DEL INVENTO

El sistema inmune consiste en dos caracteristicas generales. Estas son: 1) el sistema inmune innato y 2) el sistema
inmune adaptativo (mediado por anticuerpos). El sistema innato representa la primera linea de defensa contra un
patégeno invasor (sea bacteriano o sea fungico) y proporciona al sistema inmune adaptativo el tiempo suficiente (3-5
dias) para que genere anticuerpos que se utilicen para "luchar" contra los patégenos. Aunque los sistemas innato y
adaptativo a menudo se describen separadamente, actian en tandem intentando secuestrar y neutralizar el reto de
un patégeno.

El sistema inmune innato. El sistema inmune innato consiste en varios componentes interesantes. Sus aspectos
incluyen:

1. Barreras fisicas y quimicas contra los patdgenos, proporcionadas por el epitelio, el acido gastrico y las enzi-
mas digestivas.

2. Células que engullen y digieren patdgenos invasores (por ejemplo, neutréfilos).
3. Receptores sobre la superficie de estas células que reconocen y se unen a patégenos.

4. Moléculas de sefalizacién (por ejemplo, quimiocinas y citocinas) que comunican sitios de infeccién y regulan
la expresion de genes inmunes.

Neutrofilos. Los neutréfilos se encuentran entre las células mas importantes del sistema inmune innato. Son las
primeras células que llegan a un sitio de infecciéon. En los mamiferos, hay miles de millones de neutrdéfilos de los que
aproximadamente la mitad circulan libremente por la sangre (Burton y Erskine, 2003). Los restantes se mantienen
como reserva en la médula ésea, donde se forman. Los neutréfilos expresan en sus membranas una proteina ligante
extracelular denominada "selectina L" (también denominada CD62L). El papel de la selectina L es interaccionar
débilmente con la pared de células endoteliales para permitir de este modo que el neutréfilo "ruede" a lo largo de la
pared de un vaso sanguineo y "controle" la pared celular en cuanto a la presencia de sefales que indiquen una
infeccion local (Figura 1). La presencia de patdégenos en tejidos periféricos causa la liberacion de productos quimicos
locales que luego senalan la existencia de una infeccién a un neutréfilo rodante. En respuesta a estas sefales, se
desprende la selectina L de la superficie del neutrofilo (véase la Figura 1) y se expresan otras moléculas mas ad-
hesivas en la superficie de éste. Estas moléculas "pegan" esencialmente el neutréfilo al vaso sanguineo adyacente
al sitio de la infeccion. El neutrdfilo activado migra luego a través de la pared de las células endoteliales, hacia el
patégeno invasor. El neutréfilo produce interleucina 13 como una citocina proinflamatoria. Esta ayuda mediando en
la inflamacién y facilitando la contencion de los patdgenos invasores. Durante la migracion de los neutréfilos, sefnales
quimicas que se originan en el sitio de la infeccion (tales como el TNF-a y el interferon y) activan el neutréfilo para
que se convierta en una "célula asesina" madura. El neutréfilo maduro migra hacia el sitio de la infeccion, donde
interacciona con patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs; del inglés, pathogen-associated molecular
patterns), presentes en la superficie de los patdgenos, a través de varios tipos de receptores. Estos receptores se
expresan en la superficie del neutrofilo e incluyen los siguientes tipos bien identificados (Figura 2):

a- CD18y CD14

b- Receptores de tipo Toll (TLR; del inglés, Toll-like receptors)
c- C3b y C3bi (factores del complemento)

d- Fc

Union de neutréfilos a patégenos por medio de receptores. Tanto el receptor CD14 como el CD18 se unen al
lipopolisacarido (LPS), una estructura polisacarida comun asociada con las membranas de bacterias Gram negati-
vas. Ademas, los neutréfilos expresan receptores de tipo Toll (TLRs) que reconocen y se unen a estructuras adicio-
nales asociadas con patégenos. Hasta la fecha se han identificado diez receptores de tipo Toll diferentes en mamife-
ros (Figura 2 y Tabla 1). Los TLRs desempefian un papel critico en la inmunidad innata precoz hacia los patégenos
invasores al sensibilizar microorganismos. Estos receptores evolutivamente conservados reconocen unos motivos
estructurales muy conservados sélo expresados por patégenos microbianos, llamados patrones moleculares asocia-
dos con patdgenos (PAMPSs; Invivogen, 2004). La estimulacion de TLRs por PAMPs inicia una cascada de sefaliza-
cién que afecta a diversas proteinas, tales como MyD88 e IRAK (Figura 2). Esta cascada de sefializacion conduce a
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la activacion del factor de transcripcién NF-kB, que provoca la secrecion de citocinas que dirigen la respuesta inmu-
ne adaptativa (es decir, mediada por anticuerpos). Los TLRs se expresan predominantemente en tejidos implicados
en la funcién inmune, tales como el bazo y los leucocitos de sangre periférica, asi como en aquellos expuestos al
ambiente externo, tales como el pulmén y el tracto gastrointestinal. Se han caracterizado diez TLRs de ser humano y
nueve de ratén, de siete de los cuales se han identificado sus ligandos. Por ejemplo, el TLR2 es esencial para el
reconocimiento de una diversidad de PAMPs, incluyendo lipoproteinas peptidoglicano y acidos lipoteicoicos bacte-
rianos. El TLR3 esta implicado en el RNA de doble cadena derivado de virus. El TLR4 es predominantemente acti-
vado por el lipopolisacéarido. El TLR5 detecta la flagelina bacteriana, y el TLR9 es necesario para la respuesta al
DNA CpG no metilado (Tabla 1). Recientemente, se mostré que TLR7 y TLR8 reconocen moléculas antiviricas sinté-
ticas. Estos receptores son elementos esenciales en la defensa del huésped frente a los patégenos al activar la
inmunidad innata (Invivogen, 2004).

TLRs bovinos. Se han completado relativamente pocos estudios sobre PAMPs con células bovinas. Hasta la fecha,
se ha comunicado que células inmunes bovinas contienen TLR2 y TLR4 (Werling et al., 2004). Se ha informado
sobre polimorfismos en el TLR4 bovino que pueden determinar una susceptibilidad a la enfermedad respiratoria
bovina y la enfermedad de Johne (White et al., 2003).

C3b y C3bi son componentes de la cascada del complemento, mientras que el receptor de Fc se une a la "region
constante" de los anticuerpos. Por lo tanto, los patégenos que estan revestidos con factores del complemento o con
anticuerpo (es decir, patégenos que estan opsonizados) son también reconocidos por neutréfilos activados y son
posteriormente fagocitados. En otras palabras, los neutréfilos activados poseen varios medios por los cuales reco-
nocen patégenos (Tabla 1).

Fagocitosis y muerte. La unién de los neutrdfilos (y otras células fagociticas) a los marcadores de la superficie
celular de los patogenos a través de estos receptores permite entonces a la célula fagocitica engullir el patégeno
invasor y "matarlo” (Figura 3). Actualmente se conocen dos mecanismos para "matar". Estos incluyen: 1) un estallido
oxidativo, por el que el fagocito expresa especies oxigenadas reactivas que destruyen el patégeno fagocitado, y 2)
una fusién del patégeno engullido con una estructura de tipo lisosoma para formar un "fagosoma". El fagosoma es
rico en enzimas digestivas que median en la digestion completa de los patégenos.

Infecciones comunes. Las especies mamiferas y aviares son continuamente estimuladas por patégenos en el trac-
to gastrointestinal y en el pulmén. Estos son sitios importantes para neutrdéfilos residentes, en los que se minimiza la
invasion de los patégenos. Ademas, la glandula mamaria de los mamiferos representa un sitio para la estimulacién
de patdgenos. En todas las infecciones, el sistema inmune innato desempefa un papel inicial esencial en la lucha
contra la estimulacién inmune inicial. El sistema innato es esencial para permitir que el sistema adaptativo (mediado
por anticuerpos) se desarrolle y monte una respuesta inmune mas especifica y dirigida.

Cooperacion entre los sistemas inmunes innato y adquirido en los rumiantes. Los anticuerpos que son especi-
ficos para un patégeno invasor escapan a un sitio de infeccion para optimizar el aclaramiento de un patégeno. Los
individuos con un elevado titulo contra un antigeno especifico son capaces de distribuir estos anticuerpos al sitio de
infeccion a través de un endotelio que hace agua (que surge de una respuesta inflamatoria). La llegada de anticuer-
pos reactivos (es decir, IgGz) al alveolo reviste (opsoniza) el patégeno y, como se indicé previamente, permite el
reconocimiento de los patégenos por el neutrdéfilo a través de los receptores de Fc (Tabla 1) y la fagocitosis.

Estrés y funcion inmune. El estrés reduce las capacidades de los individuos para luchar contra la enfermedad. Los
efectos negativos del estrés sobre el sistema inmune son mediados por las hormonas esteroides del estrés (cortisol,
hidrocortisona y corticosterona). Burton y colaboradores, en Michigan State University (Weber et al., 2001), han
identificado el mecanismo por el cual el estrés provoca una reduccién de la funcién inmune. Especificamente, han
documentado que los glucocorticoides (es decir, el cortisol) "activan" un parto proximo (Figura 4) y reducen la expre-
sion de selectina L en los neutrdfilos (Figura 5). Esto compromete un aspecto importante de la primera linea de de-
fensa de un individuo contra la estimulacion por patégenos. Especificamente, un individuo inmunosuprimido estresa-
do presenta una capacidad reducida para controlar el revestimiento de las células endoteliales en los sitios de infec-
cién y para atacar y secuestrar patdogenos. Esto puede dar lugar a una infeccién (Figura 6).

SUMARIO DEL INVENTO

El objeto del presente invento es proporcionar un método nuevo y previamente desconocido para la potenciacion del
sistema inmune en especies mamiferas y aviares. El invento se puede aplicar, pero no se limita, a especies mamife-
ras y aviares y reducira la susceptibilidad de un individuo a enfermedades tanto fungicas como bacterianas.

Un objeto méas de este invento es proporcionar un método para la potenciacion de la funciéon inmune y, de este mo-
do, minimizar u obviar las morbilidades y mortalidades causadas por, pero no limitadas a, bacterias y hongos pat6-
genos con una preparacion que comprende una combinacion de B-1,3(4)-endoglucanohidrolasa, 3-glucano, diatomi-
ta, glucomanano y un mineral de arcilla, tal como silicato de aluminio, arcilla montmorillonita, bentonita o zeolita.

Otro objeto del invento es proporcionar una composicién que comprende una combinacién de 3-1,3(4)-endoglucano-
hidrolasa, B-glucano, diatomita, mineral de arcilla y glucomanano, que potencia aditivamente la funcién inmune y
reduce por ello el potencial de bacterias y hongos patégenos para causar morbilidades y mortalidades en especies
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mamiferas y aviares.

Se expondran, en parte, objetos adicionales, ventajas y nuevas caracteristicas del invento en la descripcién que
sigue, que resultaran evidentes, en parte, a los expertos en la técnica tras el examen de lo siguiente o podran ser
aprendidos con la practica del invento. Para alcanzar los objetos precedentes y otros objetos, y de acuerdo con los
fines del presente invento como aqui se describen, se describe un nuevo método para la potenciacion de la funcién
inmune de especies mamiferas y aviares. En particular, este invento aumenta la expresion de selectina L e interleu-
cina 1B de neutréfilos y minimiza o elimina por ello la colonizacién de las superficies epiteliales y los tejidos paren-
quimaticos subyacentes por bacterias y hongos patdégenos, y reduce las poblaciones de organismos patégenos en
sangre y minimiza o elimina por ello las patologias directamente causadas e indirectamente causadas por esta colo-
nizacion. El invento comprende una mezcla de B-1,3(4)-endoglucanohidrolasa, B-glucano, diatomita, mineral de
arcilla y glucomanano. La diatomita es de calidad comercial estandar, asequible de una diversidad de fuentes. La -
1,3(4)-endoglucanohidrolasa es producida a partir de la fermentacién sumergida de una cepa de Trichoderma longi-
brachiatum. El -1,3(4)-glucano y el glucomanano proceden de un producto comercial y son una extraccion de cual-
quiera de una diversidad de levaduras. El producto de mineral de arcilla es de calidad comercial estandar (los ejem-
plos incluyen, pero no se limitan a, arcilla montmorillonita, bentonita y zeolita). Las extracciones y producciones de
diatomita, extracto de pared celular de levadura y mineral de arcilla son bien conocidas en la técnica y comercial-
mente asequibles.

Las composiciones que se proporcionan mediante el invento se pueden suministrar a cualquier especie mamifera o
aviar, incluyendo, pero sin limitarse a, especies bovinas, equinas, ovinas, caprinas y aviares. Cuando se mezcla con
el pienso o el alimento o se proporciona como un suplemento, el invento potencia la funciéon inmune, reduciendo por
ello la colonizacién por patégenos. El invento también minimiza o elimina la invasioén del compartimento sanguineo
por bacterias y hongos patégenos. De este modo, el invento minimiza o elimina las manifestaciones de las patologi-
as tipicamente asociadas con infecciones epiteliales y sistémicas por hongos y bacterias. La administracion del pro-
ducto se puede utilizar como una medida profilactica (es decir, para prevenir la colonizacién y el crecimiento de es-
pecies flngicas y bacterianas patégenas en especies mamiferas o aviares), como un aditivo para los piensos o ali-
mentos infectados con hongos o bacterias patégenas, o como un método preferido para tratar, y de este modo mi-
nimizar o eliminar, una infeccién fungica o bacteriana existente, diagnosticada o no diagnosticada. La aplicacion del
invento como aqui se describe y a través de los mecanismos especificos y nuevos aqui descritos minimizara y posi-
blemente eliminara las manifestaciones de infecciones fungicas y bacterianas. La aplicacion del invento como aqui
se describe también minimizara o posiblemente eliminara las manifestaciones asociadas con la presencia de orga-
nismos fungicos y bacterianos patégenos, como se identificaron anteriormente, en el alimento o el pienso de espe-
cies mamiferas y aviares.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los dibujos y fotografias adjuntas que se incorporan en la siguiente "Descripcion Detallada del Invento" forman parte
de la memoria descriptiva e ilustran varios aspectos del presente invento vy, junto con la "Descripcién Detallada”,
sirven para explicar los detalles del invento. En la seccidn siguiente se presentan cinco figuras.

Figura 7. Efecto de cinco tratamientos experimentales sobre las concentraciones de selectina L de neutréfilo. Se
llevé a cabo un experimento con 60 ovejas. Se asignaron doce ovejas a cada tratamiento. Los tratamientos consisti-
an en:

—_

Testigo
2. Inmunosuprimido [inyecciones diarias de Azium (dexametasona); 0,1 mg/kg dos veces/dia].

3. Inmunosuprimido mas producto experimental suministrado en una cantidad del 0,5% de la ingesta diaria
de materia seca.

4. Inmunosuprimido méas pienso mohoso (adicion de una partida de trigo molido infectado con Aspergillus
fumigatus; 0,68 kg/cabeza/dia).

5. Inmunosuprimido méas pienso mohoso (como en el Tratamiento 4) mas el producto de pienso experimen-
tal como se esboza en el Tratamiento 3.

La duracién de la prueba fue 28 dias. El dia 28, se extrajo sangre de seis ovejas por tratamiento y se recuperaron
los neutrdéfilos mediante centrifugacion en un gradiente de Percoll. Se determinaron las concentraciones de selectina
L mediante un analisis por transferencia Western utilizando un anticuerpo especifico para selectina L. En la Figura 8
se muestran las concentraciones relativas de selectina L entre los cinco grupos de tratamiento.

Figura 8. Densitometria de barrido de los datos mostrados en la Figura 7.

Figura 9. Andlisis de la interleucina 13 de neutréfilo en las mismas muestras de neutréfilos de oveja presentadas en
la Figura 7.
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Figura 10. Densitometria de barrido de los datos mostrados en la Figura 9.

Figura 11. Concentraciones de Aspergillus fumigatus en las muestras de sangre tomadas de las ovejas el dia 28 del
estudio anterior. Se evaluaron los niveles de DNA de A. fumigatus usando un ensayo cuantitativo especifico para A.
fumigatus, basado en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR; del inglés, polymerase chain reaction) con
Sybr-Green.

DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO

El presente invento se basa en el nuevo descubrimiento de que una combinacién de B-1,3(4)-endoglucanohidrolasa,
B-1,3(4)-glucano, diatomita, mineral de arcilla y glucomanano potencia eficazmente la funciéon inmune y reduce la
colonizacion de tejidos y sangre por un patégeno.

La B-1,3(4)-endoglucanohidrolasa procede de una fuente comercial y es producida a partir de una fermentacion
sumergida de una cepa de Trichoderma longibrachiatum.

La diatomita se prepara por métodos comunmente conocidos en la técnica. Es asequible como un producto comer-
cialmente asequible lavado con &cido, con silice (SiO2) al 95% y con sus componentes restantes no analizados pero
que consisten esencialmente en ceniza (minerales), como es definido por la Association of Analytical Chemists
(AOAC, 2002).

El extracto de pared celular de levadura se prepara por un método cominmente conocido en la técnica. Es una
fuente comercial de 3-1,3(4)-glucano y glucomanano derivada de una levadura inactivada primaria (Saccharomyces
cerevisiae), con la composicién quimica siguiente:

Humedad 2-3%
Materia seca 97-98%
Proteinas 14-17%
Grasas 20-22%
Fésforo 1-2%
Mananos 22-24%

B-1,3(4)-glucano 24-26%
Ceniza 3-5%

Los minerales de arcilla (aluminosilicatos) utilizados en este invento pueden ser completados por cualquiera de una
diversidad de arcillas comercialmente asequibles que incluyen, pero no se limitan a, arcilla montmorillonita, bentonita
y zeolita.

En una realizacién preferida del invento, se combinan B-1,3(4)-endoglucanohidrolasa, diatomita, extracto de pared
celular de levadura y mineral de arcilla en cantidades de 0,05-3%, 1-40%, 1-20% y 40-92%, respectivamente. En
una composicién preferida, se combinan (-1,3(4)-endoglucanohidrolasa, diatomita, extracto de pared celular de
levadura y mineral de arcilla en cantidades de 0,1-3%, 5-40%, 2-10% y 40-80%, respectivamente. En una realizacion
especialmente preferida del invento, se combinan 3-1,3(4)-endoglucanohidrolasa, diatomita, extracto de pared celu-
lar de levadura y mineral de arcilla en cantidades de 0,2-3%, 30-40%, 4-6% y 50-65%, respectivamente. La forma
fisica preferida del invento es un polvo seco y fluente que es adecuado para inclusién directa en un pienso o produc-
to alimenticio o como un suplemento para la dieta o racién mixta total.

Las composiciones proporcionadas por el presente invento se pueden incorporar directamente a piensos o produc-
tos alimenticios comercialmente asequibles o se pueden suministrar como suplementos para piensos o productos
alimenticios comercialmente asequibles. La composicién contenida en el presente invento puede ser suministrada a
cualquier especie mamifera o aviar. Los métodos del invento comprenden potenciar la funcion inmune en especies
mamiferas y aviares. Cuando se incorpora directamente a piensos, el presente invento puede ser afadido a los
piensos en cantidades que varian de 0,1 a 5 kg por tonelada de pienso. En una composicion especialmente preferi-
da, el invento puede ser afadido a los piensos en cantidades que varian de 1 a 2 kg por tonelada de pienso.

La composicion contenida en el presente invento puede ser afadida a piensos para animales o a alimentos en canti-
dades que varian de 0,0125% a 2% en peso de pienso. En una realizacion preferida, la composicion se afade a
piensos para animales o a alimentos en cantidades que varian de 0,0625% a 1% en peso de pienso. En una realiza-
cién especialmente preferida, el invento se afiade en cantidades que varian de 0,125% a 0,5% en peso de pienso.

Alternativamente, la composicion contenida en el presente invento puede ser suministrada directamente a especies
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mamiferas o aviares como un suplemento en cantidades de 0,016 g/kg a 0,37 g/kg de peso corporal en vivo por dia.
En una realizacion especialmente preferida, el invento se puede proporcionar a especies mamiferas y aviares en
cantidades de 0,10 g/kg a 0,20 g/kg de peso corporal por dia. Un experto en la técnica puede apreciar que la canti-
dad suministrada del invento puede variar dependiendo de la especie animal, el tamafo del animal y el tipo de pien-
so al que se anade el invento.

Los nuevos métodos de este invento comprenden la capacidad de una combinacion de (-1,3(4)-
endoglucanohidrolasa, diatomita, extracto de pared celular de levadura y arcilla para potenciar la funcién inmune.
Los beneficios que resultan de la aplicacion del invento a especies mamiferas incluyen, pero no se limitan a, pérdi-
das por muerte reducidas, incidencia reducida de aborto micoético, incidencia reducida de sindrome hemorragico del
yeyuno (sindrome del intestino muerto), incidencia reducida de desechos (diarrea), indice de crecimiento mejorado,
eficacia de crecimiento mejorada, produccién lactea mejorada, eficacia mejorada de produccion lactea y recuentos
reducidos de células somaticas en productos lacteos (ganado lechero). Los beneficios de la aplicacion del invento a
especies aviares incluyen, pero no se limitan a, pérdidas por muerte reducidas, producciéon de huevos y crecimiento
mejorados, fertilidad mejorada, e incidencia reducida de enfermedades entéricas.

Lo siguiente esta destinado a ser ilustrativo del invento y no ha de ser considerado restrictivo del alcance del invento
como por lo demas aqui se describe.

Ejemplo 1

Se llevo a cabo un experimento usando 60 machos y hembras de oveja en crecimiento. Se asignaron las ovejas a
uno de los cinco tratamientos (siete hembras y cinco machos por tratamiento):

1. Testigo
2. Inmunosuprimido [inyecciones diarias de Azium (dexametasona); 0,1 mg/kg dos veces/dia].

3. Inmunosuprimido més el invento suministrado en una cantidad del 0,5% de la ingesta diaria de materia
seca.

4. Inmunosuprimido mas pienso mohoso (adiciéon de una partida de trigo molido infectado con Aspergillus
fumigatus; 0,68 kg/cabeza/dia).

5. Inmunosuprimido mas pienso mohoso (como en el Tratamiento 4) méas el invento como se esboza en el
Tratamiento 3.

Se alimentaron los animales con una dieta de tipo lacteo durante un periodo de 28 dias. Se comunic6 una inmuno-
supresion en los Tratamientos 2, 3, 4 y 5 mediante la inyeccion diaria de Azium utilizando una dosis elevada (un
modelo de estrés extremo: Weber et al., 2001). Se estimularon las ovejas de los Tratamientos 4 y 5 con un moho
patégeno alimentandolas con una partida de trigo molido que habia sido contaminada con un moho patégeno (As-
pergillus fumigatus). Las ovejas de los Tratamientos 3 y 5 fueron complementadas con el invento en una relacién del
0,5% de su ingesta diaria de materia seca. Después de 28 dias, se tomaron muestras de sangre por medio de una
puncion yugular y se aislaron las fracciones de neutrofilos utilizando una centrifugacion en gradiente de densidades
de Percoll. Después de esto, las muestras de proteina de neutréfilo fueron procesadas utilizando una electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico, y una transferencia Western usando anticuerpos que eran especi-
ficos para la selectina L y la interleucina 1B. Se evaluaron las concentraciones relativas de selectina L e interleucina
1B usando una densitometria de barrido.

Las Figuras 7 y 8 demuestran los efectos de los cinco tratamientos experimentales sobre la selectina L de neutrofilo.
La inyeccién de Azium caus6 una acusada reduccién (P < 0,05) de selectina L y proporciona la evidencia de que la
inyecciéon de Azium era realmente inmunosupresora. La adicién de moho a las dietas no tuvo efecto alguno (P >
0,05) sobre las concentraciones de selectina L. Resulta interesante que la adicién del invento al pienso (Tratamien-
tos 3 y 5) causara el restablecimiento (potenciacion: P < 0,05) de la selectina L.

Interpretacion. El nuevo invento restableci6 (potencid) exitosamente los niveles normales de selectina L de neutrdfi-
lo. El restablecimiento de la selectina L en la superficie de los neutréfilos restaurara su capacidad para controlar el
revestimiento endotelial para patégenos.

Las Figuras 9 y 10 demuestran los efectos de los cinco tratamientos experimentales sobre las concentraciones de
interleucina 1B de neutrdfilo. El tratamiento con Azium caus6 una acusada reduccién (P < 0,05) de la concentraciéon
de interleucina 1B de neutrdéfilo. Esto demuestra que el Azium era inmunosupresor. El nuevo invento no ejercié efec-
to alguno (P > 0,05) sobre la interleucina 1B de neutréfilo en ausencia de una estimulacién con patégeno (es decir, el
Tratamiento 3 frente al Tratamiento 2); sin embargo, el invento causé un acusado aumento (P < 0,05) de interleucina
1B de neutrdfilo en presencia de una estimulacion con patégeno (es decir, el Tratamiento 5 frente al Tratamiento 4).

Interpretacion. La interleucina 18 es una citocina proinflamatoria importante que permite que el neutréfilo desempe-
fie su papel como fagocito. La capacidad del producto de pienso para restablecer la interleucina 1 en presencia de
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un patégeno (A. fumigatus) demuestra los posibles efectos del invento sobre la funcién inmune.

La Figura 11 muestra los efectos de los cinco tratamientos experimentales sobre las concentraciones de A. fumiga-
tus en sangre. Las concentraciones de A. fumigatus se determinaron utilizando un ensayo de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), cuantitativa, en tiempo real y con Sybr-Green, desarrollado en nuestro laboratorio. Los re-
sultados demuestran que el invento redujo (P < 0,05) la concentracion de A. fumigatus en sangre.

Interpretacion. El restablecimiento de la funcién de los neutréfilos mostrado en las Figuras 7-10 se manifiesta por
una reduccion de la carga de patdégenos detectada dentro del compartimento sanguineo. El invento reduce la carga
de patdgenos.

Estos resultados muestran que la composiciéon del invento [es decir, mineral de arcilla, extracto de pared celular de
levadura, diatomita y B-1,3(4)-endoglucanohidrolasa] es capaz de un efecto, previamente no descrito, de potencia-
cién de la funcién inmune. El invento restablece especificamente los niveles de selectina L e interleucina 13 en los
neutrofilos, restableciendo por ello la capacidad de los neutréfilos para controlar la presencia de patégenos invaso-
res.

La combinacién de productos potencia la inmunidad en especies mamiferas y domésticas y evita por ello la invasion
y colonizacion del compartimento sanguineo. Representa una mezcla que es fluente y facilmente incorporada a
productos de pienso y productos alimenticios. El presente invento fue eficaz en cuanto a conseguir sus efectos in-
munoestimulantes bajo unas condiciones de crecimiento que podrian hallarse en los sistemas digestivos de mamife-
ros y aves, donde el huésped proporciona nutrientes, humedad, oxigeno y temperaturas elevadas.

La descripcion precedente de la realizacién preferida del invento ha sido presentada con fines de ilustraciéon y des-
cripcion. No se pretende que sea exhaustiva ni que limite el invento a la forma precisa descrita. A la luz de las ante-
riores ilustraciones, son posibles modificaciones o variaciones obvias. La realizacion fue elegida y descrita para
proporcionar la mejor ilustracion de los principios del invento y su aplicacion practica para permitir por ello que un
experto normal en la técnica utilice el invento en diversas realizaciones y con modificaciones, segiin sean adecuadas
al uso particular contemplado. Todas las citadas modificaciones y variaciones estan dentro del alcance del invento,
segun viene determinado por las reivindicaciones adjuntas cuando se interpretan de acuerdo con la amplitud a la
que tienen justa, legal y equitativamente derecho.

Tabla 1. Resumen de los mecanismos mediante los cuales los neutréfilos pueden reconocer/unirse a un
patogeno antes de la fagocitosis.

Receptor del neutréfilo PAMP’ o ligando Comentario
CD14 Lipopolisacarido Unién directa al patégeno
CD18 Lipopolisacarido Unién directa al patdgeno
TLR2 Lipoproteina, peptidoglicano, acido lipoteicoico Unioén directa al patégeno
TLR3 RNA de cadena doble, derivado de virus Unién directa al patégeno
TLR4 Lipopolisacéarido Unién directa al patdgeno
TLR5 Flagelina Unioén directa al patdgeno
TLR7/8 Pequenas moléculas antivirales sintéticas Union directa al patégeno
TLR9 DNA CpG no metilado Union directa al patégeno
C3b/C3bi Factores del complemento Se une al patégeno opsonizado
Fc "Regién constante" de anticuerpos Se une al patégeno opsonizado

'PAMP: patron molecular asociado a patégenos
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REIVINDICACIONES

Una composicion que comprende una combinacién de B-glucano, glucomanano, B-1,3(4)-endoglucanohidro-
lasa, diatomita calcinada y un mineral de arcilla; para uso para potenciar la funcién inmune innata en especies
animales no humanas y reducir por ello la susceptibilidad a una infeccién.

La composicion de la Reivindicacion 1, en que se potencia el sistema inmune innato en especies mamiferas y
aviares, preferiblemente en especies mamiferas y aviares inmunosuprimidas.

La composicion de cualquiera de las Reivindicaciones 1 y 2, en que la administracion de la composicién da
lugar a un cambio de los indices de la funcidn inmune innata seleccionado del grupo que consiste en un aumen-
to de la funcién de los neutréfilos, un aumento de los niveles de expresion de la selectina L de neutréfilo, un
aumento de los niveles de expresién de interleucina 1B y una reduccién de la carga de patdégenos, y combina-
ciones de los mismos.

La composicién de cualquiera de las Reivindicaciones 1-4, mezclada en alimentos o piensos de las especies
animales no humanas.

La composicion de la Reivindicacion 1, en que la combinacién de B-glucano, glucomanano, -1,3(4)-endogluca-
nohidrolasa, diatomita calcinada y un mineral de arcilla es para uso en la inhibicién del crecimiento fungico en
los productos de digestion de las especies animales no humanas.

La composicién de cualquiera de las Reivindicaciones 2-5, en que las especies mamiferas incluyen todos los
animales rumiantes, incluyendo preferiblemente el ganado lechero, el ganado para carne y las ovejas, y/o las
especies aviares incluyen las especies de aves de corral usadas en la produccion comercial de las granjas.

La composicion de cualquiera de las Reivindicaciones 1-6, en que el mineral de arcilla es montmorillonita, ben-
tonita, aluminosilicato, arcillas de zeolita, 0 mezclas de los mismos.

La composicidn de cualquiera de las Reivindicaciones 1-7, en que la 3-1,3(4)-endoglucanohidrolasa se produce
a partir de una fermentacién sumergida de Trichoderma longibrachiatum.

La composicion de cualquiera de las Reivindicaciones 1-8, en que el B-glucano y el glucomanano proceden de
la coccidn y la autolisis enzimatica de las paredes celulares de levaduras Gram positivas del género Saccharo-
myces, y, preferiblemente, el 3-glucano y el glucomanano proceden de la coccién y la autolisis enzimatica de
las paredes celulares de levaduras Gram positivas de Saccharomyces cerevisiae.

La composicion de cualquiera de las Reivindicaciones 1-9, en que la diatomita se calcina a una temperatura
minima de 900 °C.

La composicién de cualquiera de las Reivindicaciones 1-10, en que la composicién comprende entre 15% y
40% de diatomita, entre 50% y 81% de mineral de arcilla, entre 1,0% y 5,0% de B-glucano, entre 0,05% y 3,0%
de B-1,3(4)-endoglucanochidrolasa y entre 1% y 8% de glucomanano.

La composicion de cualquiera de las Reivindicaciones 1-11, en que la composicion comprende entre 20% y
30% de diatomita, entre 60% y 75% de mineral de arcilla, entre 1,0% y 3,5% de B-glucano, entre 0,1% y 3,0%
de B-1,3(4)-endoglucanohidrolasa y entre 1,0% y 6,0% de glucomanano.

Una composicion que comprende una combinacién de B-glucano, glucomanano, B-1,3(4)-endoglucanohidro-
lasa, diatomita calcinada y un mineral de arcilla para uso en la potenciacion de la funcién inmune o para uso en
el tratamiento del crecimiento de mohos patdégenos en un animal no humano seleccionado de entre especies
mamiferas o aviares, potenciando por ello la funcién inmune para reducir la susceptibilidad a una infeccién en el
animal o inhibiendo por ello el crecimiento de mohos en los productos de digestién que atraviesan el animal pa-
ra reducir la susceptibilidad a una colonizacién micoética del tracto digestivo o a micosis invasivas.

La composicion de la Reivindicacién 13, en que la cantidad de la composicién incorporada a la dieta del animal
comprende entre el 0,0125% y el 5% en peso de la ingesta diaria de los animales.

La composicidn de la Reivindicacion 13 6 14, en que las especies de moho infectivas incluyen al menos una de
Aspergillus, Aureobasidium, Candida, Eurotium, Fusarium, Mucor, Penicillium, Rachiborskiomyces y otros géne-
ros que comprende la clasificacion taxondmica fungica.

La composicion de cualquiera de las Reivindicaciones 13-15, en que las especies mamiferas incluyen todos los
animales rumiantes, incluyendo preferiblemente el ganado lechero, el ganado para carne y las ovejas, y/o las
especies aviares incluyen las especies de aves de corral usadas en la produccion comercial de las granjas.

La composicién de cualquiera de las Reivindicaciones 13-16, en que el mineral de arcilla es arcilla de montmori-
llonita, bentonita, aluminosilicato o zeolita, o mezclas de las mismas.
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La composicién de cualquiera de las Reivindicaciones 13-17, en que la 3-1,3(4)-endoglucanohidrolasa se pro-
duce a partir de una fermentacion sumergida de Trichoderma longibrachiatum.

La composicion de cualquiera de las Reivindicaciones 13-18, en que el B-glucano y el glucomanano proceden
de la coccion y la autolisis enzimatica de las paredes celulares de levaduras Gram positivas del género Saccha-
romyces, y, preferiblemente, el B-glucano y el glucomanano proceden de la coccion y la autolisis enzimatica de
las paredes celulares de levaduras Gram positivas de Saccharomyces cerevisiae.

La composicion de cualquiera de las Reivindicaciones 1-9, en que la diatomita se calcina a una temperatura
minima de 900 °C.

La composicion de cualquiera de las Reivindicaciones 1-10, en que la composicion comprende entre 15% y
40% de diatomita, entre 50% y 81% de mineral de arcilla, entre 1,0% y 5,0% de B-glucano, entre 0,05% y 3,0%
de B-1,3(4)-endoglucanohidrolasa y entre 1% y 8% de glucomanano.

La composicion de cualquiera de las Reivindicaciones 1-11, en que la composicion comprende entre 20% y
30% de diatomita, entre 60% y 75% de mineral de arcilla, entre 1,0% y 3,5% de B-glucano, entre 0,1% y 3,0%
de B-1,3(4)-endoglucanohidrolasa y entre 1,0% y 6,0% de glucomanano.

Un método para preparar una composicion de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1-12 6 13-22.

Uso de una composiciéon que comprende una combinacién de 3-glucano, glucomanano, 3-1,3(4)-endoglucano-
hidrolasa, diatomita calcinada y un mineral de arcilla en alimentos y piensos para animales.

Alimentos y piensos para animales que comprenden una combinacién de B-glucano, glucomanano, 3-1,3(4)-en-
doglucanohidrolasa, diatomita calcinada y un mineral de arcilla.

10
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Figura 1. Movimiento de neutréfilos a través de un vaso sanguineo. La selectina L (CD62L) se muestra como circu-
los sobre la superficie del neutrdfilo. Aquella permite el acoplamiento del neutréfilo al endotelio. Adviértase el des-
prendimiento de selectina L y la migracién del neutrdfilo al tejido periférico, hacia un sitio de infeccion (F). Fuente:
Burton y Erskine, 2003.
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Figura 2. Receptores de tipo Toll sobre la superficie de una célula inmune y transduccion de sefales después de la
unién de TLRs con PAMPs microbianos (fuente: M. Adib-Conquy, C. Fitting, 2002).
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Figura 3. En un proceso llamado fagocitosis, este macréfago engulle una bacteria. Los receptores de tipo Toll y
otros receptores dirigen a los fagocitos para que reconozcan a los microbios. Adviértase las proyecciones de pseu-
dopodos que rodean a la bacteria. Fuente: Travis, 2002.
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Figura 4. Niveles de cortisol en ganado lechero con respecto al dia del parto. Adviértase que el cortisol alcanza el
maximo nivel el dia del parto. Fuente: Weber et al., 2001.
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Figura 5. Las barras representan la concentracién de selectina L de neutréfilo de vaca con respecto al dia del parto.
Fuente: Weber et al., 2001.
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Figura 6. Neutrofilos que carecen de expresion de selectina L (CD62L) en una vaca lechera estresada (fuente: Bur-
ton y Erskine, 2003).
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Figura 7. Efecto de cinco tratamientos experimentales sobre las concentraciones de selectina L de neutréfilo. Pun-
tenney y Forsberg.
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Figura 8. Densitometria de barrido de los datos mostrados en la Figura 7. Puntenney y Forsberg.
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Figura 9. Analisis de la interleucina 13 de neutréfilo en las mismas muestras de neutréfilos de oveja presentadas en
la Figura 7. Puntenney y Forsberg.
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Figura 10. Densitometria de barrido de los datos mostrados en la Figura 9. Puntenney y Forsberg.
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Figura 11. Concentraciones de Aspergillus fumigatus en muestras de sangre tomadas de las ovejas el dia 28. Pun-
tenney y Forsberg.
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