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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para reducir la inflamacién pulmonar en un animal.
Antecedentes de la Invencion

La fuente principal de nutrientes para el organismo es la sangre, que esta compuesta de proteinas sumamente
funcionales que incluyen inmunoglobulinas, albumina, fibrindgeno y hemoglobina. Las inmunoglobulinas son
productos de las células B maduras (células plasmaticas), y hay cinco inmunoglobulinas diferentes denominadas
como las clases: M, D, E, A, y G. IgG es la clase principal de inmunoglobulina en la sangre. La administracion
intravenosa de productos de inmunoglobulinas se ha usado durante mucho tiempo para intentar regular o estimular
el sistema inmunitario. La mayoria de los indicios en relacion a los efectos de la IgG intravenosa sobre el sistema
inmunitario sugiere que la porcién de la fraccidon constante (Fc) de la molécula desempefia una funcién reguladora.
Las propiedades de union al antigeno especifico de una molécula de IgG individual son conferidas por una
disposicion estérica tridimensional intrinseca a las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de dos
cadenas ligeras y dos pesadas de la molécula. La region constante se puede separar de la region variable si la
molécula intacta se escinde mediante una enzima proteolitica, tal como papaina. Tal tratamiento produce dos
fracciones con la especificidad del anticuerpo (fracciones Fab) y una fraccion relativamente constante (Fc).

slgA es la clase de inmunoglobulina predominante secretada en las superficies mucosas a través de los fluidos
corporales, tales como saliva, lagrimas, leche, liquido broncoalveolar, y otras secreciones. Se ha demostrado
previamente que IgA posee caracteristicas anti-inflamatorias. Véase, p.ej., Wolf HM, et al. (1994), Human serum IgA
downregulates the release of inflammatory cytokines (tumor necrosis factor-alpha, Interleukin-6) in human
monocytes, Blood 83:1278-1288. En contraste, los mismos autores no demostraron los efectos anti-inflamatorios de
una composicion que contenia IgG. La IgA no existe a concentraciones en sangre o leche que faciliten una
concentracion suficiente para la administracion oral. Ademas, una inmunoglobulina de cualquier clase es una
molécula demasiado grande para permitir que la absorcidn consiga efectos terapéuticos tras la administracion oral.
Se ha demostrado que una inmunoglobulina oral es beneficiosa para el tratamiento de una enfermedad
gastrointestinal y otras afecciones gastrointestinales, pero no se han demostrado efectos anti-infecciosos ni anti-
inflamatorios en el tejido pulmonar. Asi, el hecho de que IgA sea anti-inflamatoria no hace posible que se use como
un tratamiento adecuado de la inflamacién pulmonar.

Numerosas células del organismo tienen diferentes receptores de membrana para la porcion Fc de una molécula de
IgG (Fcr). Aunque algunos receptores Fcr se unen a IgG libre, la mayoria se unen de manera mas eficaz si un
antigeno estd unido a la molécula de anticuerpo. La unién de un antigeno da como resultado un cambio
configuracional en la region Fc que facilita la union al receptor. Una interacciéon compleja de sefiales proporciona un
equilibrio y una forma adecuada a una respuesta inmunitaria generada en cualquier momento dado en respuesta a
un antigeno. Las respuestas especificas de antigeno se inician cuando las células presentadoras de antigenos
especializadas presentan el antigeno, formando un complejo con las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad, a los receptores de células T auxiliares inductoras especificas capaces de reconocer ese
complejo. IgG parece estar implicada en la regulacion de las reacciones alérgicas y autoinmunitarias. Se ha
propuesto durante mucho tiempo una inmunoglobulina intravenosa para la manipulaciéon inmunitaria, pero se han
alcanzado resultados diversos en el tratamiento de enfermedades. Se describe una revisién detallada del uso de una
inmunoglobulina intravenosa como terapia farmacoldgica para la manipulacion del sistema inmunitario en el Vol. 326,
N° 2, paginas 107-116, New England Journal of Medicine, Dwyer, John M., cuya descripciéon se incorpora en la
presente memoria como referencia.

El lipopolisacarido (LPS), también mencionado habitualmente como endotoxina, un componente de glicolipido
proinflamatorio importante de la pared celular de las bacterias gram-negativas, es uno de los agentes presentes de
manera ubicua como contaminante en las particulas transportadas por el aire, que incluyen la contaminacion del
aire, los polvos organicos, y el humo del tabaco. Se ha informado que la exposicidn crénica a niveles significativos
de LPS esta asociada al desarrollo y/o la progresion de muchos tipos de enfermedades pulmonares, que incluyen
asma, bronquitis cronica, y obstruccion irreversible progresiva del flujo de aire, que se caracterizan por procesos
inflamatorios cronicos en el pulmon.

Existe un esfuerzo y necesidad constantes en la técnica de composiciones y métodos mejorados para reducir los
efectos de LPS y otros componentes inflamatorios en los pulmones que no requieran niveles superiores de IgA. Por
lo tanto, un objetivo de la presente invencién es proporcionar métodos y composiciones farmacéuticas para el
tratamiento de animales con enfermedades por disfunciones inmunitarias pulmonares.

Otro objetivo de la invencion es proporcionar una composicion farmacéutica nueva que comprende plasma purificado
que incluye niveles concentrados de inmunoglobulinas.

Un objetivo adicional de la invencién es proporcionar una composicion farmacéutica nueva que comprende plasma
purificado que esta sustancialmente exento de IgA.

Estos y otros objetivos de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada de la invencion.
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Sumario de la Invencién

Segun la invencion, los solicitantes han identificado, purificado y aislado componentes del plasma, y derivados de los
mismos, que son Utiles como una composicion farmacéutica para reducir la inflamacién pulmonar en animales, que
incluyen los seres humanos.

Segun un aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion de una cantidad eficaz de una fraccion
plasmatica que comprende al menos un 30% en peso de IgG y un 10% o menos en peso de IgA para el uso en la
administracion a un animal que tiene inflamacion pulmonar para reducir dicha inflamacion pulmonar.

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion de una cantidad eficaz de una fracciéon
plasmatica que comprende al menos un 30% en peso de IgG y un 10% o menos en peso de IgA; para el uso en la
administracion, en un aerosol farmacéuticamente aceptable, a un animal que tiene inflamacién pulmonar inducida
por LPS para reducir dicha inflamacién pulmonar.

Segun un aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién de una cantidad eficaz de una fraccion
plasmatica que comprende al menos un 40% en peso de IgG, y dicha fraccion plasmatica contiene niveles
indetectables de IgA, para el uso en la administraciéon a un animal que tiene una inflamacién pulmonar inducida por
LPS para reducir dicha inflamacién pulmonar.

Segun un aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion para el uso en la reduccién de la
inflamacion pulmonar en un animal que comprende: una fraccion plasmatica que comprende al menos un 30% en
peso de IgG y un 10% o menos de IgA; un agente terapéuticamente activo eficaz en el tratamiento o la reduccion de
los sintomas de la inflamacién pulmonar; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Segun la invencién, una composicién de plasma que comprende inmunoglobulinas que incluye niveles concentrados
de IgG, cuando se administra de manera oral, reduce la inflamacién pulmonar, e induce una disminucién de citocinas
pro-inflamatorias, tales como los niveles de TNF-q, respecto de los animales a los que no se proporciona oralmente
la inmunoglobulina o las fracciones plasmaticas.

La invencién incluye la administracion de una fraccion plasmatica (PF) que incluye niveles concentrados de
inmunoglobulinas, tales como IgA, IgM, y especialmente IgG. En una realizacién de la invencién, la PF contiene
niveles indetectables de IgA. La composicidén de la invencién es sorprendentemente eficaz en la prevencién y/o
reduccion de la inflamaciéon pulmonar, que incluye la activacion de monocitos inducida por LPS en el liquido de
lavado bronco-alveolar y la estimulacién de leucocitos inducida por LPS en el tejido pulmonar, incluso tras la
administracion oral. Esto ha sido inesperado, ya que tradicionalmente se creia que las proteinas plasmaticas, tales
como las inmunoglobulinas, se debian introducir de manera intravenosa para inhibir una enfermedad inflamatoria.

Breve Descripcion de los Dibujos
La Fig.1 ilustra el protocolo experimental para el Ejemplo 1.

La Fig. 2 es un grafico que representa la modificacion de la activacion inducida por LPS de monocitos mediante
control, SDPP, PF, LPS, LPS-SDPP, y LPS-PF, de acuerdo con el Ejemplo 1.

La Fig. 3 es un grafico que representa la modificacion de la activacion inducida por LPS de leucocitos pulmonares de
acuerdo con el Ejemplo 1.

La Fig. 4 es un grafico que representa la modificacion de la activacion inducida por LPS de monocitos en el liquido
de lavado broncoalveolar (LLBA) de acuerdo con el Ejemplo 1.

La FIG. 5 es un grafico que representa la modificaciéon de TGFp1 total de acuerdo con el Ejemplo 1.
La FIG. 6 es un grafico que representa la modificacion de TGFB1 inmaduro de acuerdo con el Ejemplo 1.
La FIG. 7 es un grafico que representa la modificacion de TGFB1 maduro de acuerdo con el Ejemplo 1.

La FIG. 8 es un grafico que representa la proporcion de modificacién de TGFB1 maduro respecto del inmaduro de
acuerdo con el Ejemplo 1.

La FIG. 9 es un grafico que representa la modificacién de las concentraciones de ll-1a en el liquido de lavado
broncoalveolar (LLBA) de acuerdo con el Ejemplo 1.

La FIG. 10 es un grafico que representa la modificacién de las concentraciones de I-1b en LLBA de acuerdo con el
Ejemplo 1.

La FIG. 11 es un grafico que representa la modificacion de las concentraciones de II-2 en LLBA de acuerdo con el
Ejemplo 1.

La FIG. 12 es un grafico que representa la modificacién de las concentraciones de II-4 en LLBA de acuerdo con el
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Ejemplo 1.

La FIG. 13 es un grafico que representa la modificacién de las concentraciones de II-6 en LLBA de acuerdo con el
Ejemplo 1.

La FIG. 14 es un grafico que representa la modificacién de las concentraciones de 1-12 (p40) en LLBA de acuerdo
con el Ejemplo 1.

La FIG. 15 es un grafico que representa la modificacion de las concentraciones de TNF-a en LLBA de acuerdo con
el Ejemplo 1.

Descripcion Detallada de la Invencion

Segun la invencién, el solicitante ha proporcionado en la presente memoria una composicion farmacéutica que
comprende componentes de inmunoglobulina purificados y concentrados a partir de plasma animal que son utiles en
la reduccioén de la inflamacion pulmonar en animales, que incluye la inflamacién pulmonar inducida por LPS.

Segun la invencion, la gamma-globulina aislada a partir de fuentes animales tales como suero, plasma, huevo, o
leche se administra de manera oral para el tratamiento de la inflamacién pulmonar inducida por LPS. De manera
bastante sorprendente, se ha descubierto que la administracion oral de esta composicién disminuye sustancialmente
la activacion de monocitos inducida por LPS en el liquido de lavado broncoalveolar (LLBA), y ademas previene la
estimulacion de leucocitos inducida por LPS en el tejido pulmonar.

Tal como se usa en la presente memoria con referencia a la composicion de la invencion, se usaran todos los
términos "plasma", "globulina", "gamma-globulina”, e "inmunoglobulina". Todos estos pretenden describir una
composicion purificada a partir de fuentes animales que incluyen sangre, huevo, o leche que conserva la regién Fc
de la molécula de inmunoglobulina. Esto también incluye las inmunoglobulinas recombinantes transgénicas
purificadas a partir de bacterias, plantas o animales transgénicos. Estas se pueden administrar mediante plasma
secado por pulverizacién, o una globulina que se ha purificado adicionalmente a partir de él, o cualquier otra fuente
de globulina sérica que esté disponible. Ademas, tal como se usa en la presente memoria, los términos "PF" (o
"Fraccion Plasmatica") e "IgC" ("Concentrado de Inmunoglobulina") son intercambiables, y se refieren a una fraccion
plasmatica en la que se ha eliminado la fibrina y la albumina del plasma. Asi, tanto PF como IgC se refieren a una
fraccion plasmatica en la que se ha eliminado la fibrina y la albumina del plasma. Una fuente de globulina purificada
es ImmunoLin®, disponible de Proliant Inc.

La globulina se puede purificar segun cualquiera de varios métodos disponibles en la técnica, que incluyen los
descritos en Akita, B. M. y S, Nakai. 1993. Comparison of four purification methods for the production of
immunoglobulins from eggs laid by hens immunized with an enterotoxigenic E. coli strain. Journal of Immunological
Methods 160:207-214; Steinbuch, M. y R. Audran. 1969. The isolation of IgG from mammalian sera with the aid of
caprylic acid. Archives of Biochemistry and Biophysics 134:279-284; Lee, Y., T. Aishima, S, Nakai, y J. S. Sim. 1987.
Optimization for selective fractionation of bovine blood plasma proteins using polyethylene glycol). Journal of
Agricultural and Food Chemistry 35:958-962; Poison, A., G. M. Potgieter, J. F. Langier, G. E. F. Mears, y F. J.
Toubert. 1964. Biochem. Biophys. Acta. 82:463-475.

El plasma animal a partir del cual se puede aislar la inmunoglobulina u otras fracciones plasmaticas incluye plasma
porcino, bovino, ovino, aviar, equino, o caprino. Ademas, los solicitantes han identificado que las fuentes de especies
cruzadas de las gamma globulinas todavia proporcionan los efectos de la invencion.

Los concentrados del producto se pueden obtener mediante secado por pulverizacion, liofilizacion, o cualquier otro
método de secado que no provoque que el plasma pierda su capacidad de reducir la inflamacién pulmonar inducida
por LPS. Tal como se usa en la presente memoria, el término "SDAP" se refiere a plasma animal secado por
pulverizacion de cualquier fuente. Tal como se usa en la presente memoria, proteina plasmatica secada por
pulverizacion (SDPP) es una mezcla compleja de proteinas activas y otros compuestos biolégicamente importantes
derivados del plasma de cualquier especie que se ha secado mediante pulverizacion. De acuerdo con ciertas
realizaciones de la invencion, se pueden usar SDAP y SDPP de manera intercambiable, o se pueden usar por
separado o individualmente. Los concentrados se pueden usar también en su forma liquida o congelada.

El ingrediente activo también se puede microencapsular, lo cual lo protege y estabiliza de las temperaturas elevadas,
oxidantes, pH, humedad, etc. Las composiciones farmacéuticas de la invenciéon pueden estar en comprimidos,
capsulas, ampollas para uso oral, polvo de granulado, crema, tanto en forma de un unico ingrediente como asociado
con otros excipientes o compuestos activos, o incluso como un aditivo para el pienso.

Un método para conseguir un concentrado de la composicion de gamma-globulina de la invencién es el siguiente,
aunque la globulina se puede administrar en forma de un componente del plasma.

El concentrado de inmunoglobulina procede de sangre de un animal. La fuente de la sangre puede ser de cualquier
animal que tenga sangre, que incluye plasma e inmunoglobulinas. Por comodidad, se prefiere la sangre procedente
de plantas de procesamiento de carne de vaca, carne de cerdo, y aves. Se afiade un anticoagulante a la sangre
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completa y después la sangre se centrifuga para separar el plasma. Se puede usar cualquier anticoagulante para
este fin, lo que incluye citrato sédico y heparina. Los expertos en la técnica pueden apreciar facilmente tales
anticoagulantes. Después se afade al plasma calcio u otro reactivo adecuado para reaccionar con el fibrinégeno
para favorecer la coagulacion, la conversion de fibrindgeno en fibrina, o para facilitar la eliminacion del fibrindgeno;
sin embargo, son aceptables otros métodos. Esta mezcla se centrifuga después para eliminar la porcién de fibrina.

Una vez que se elimina la fibrina del plasma, lo que da como resultado el suero, se puede usar el suero como fuente
principal de Ig. De manera alternativa, se podria inactivar esta parte del mecanismo de coagulacién mediante el uso
de diversos anticoagulantes.

El plasma desfibrinado se trata a continuacion con una cantidad de compuesto salino o polimero suficiente para
precipitar la fraccion de albumina o de globulina del plasma. Los ejemplos de los compuestos de fosfato que se
pueden usar para este fin incluyen todos los polifosfatos, que incluyen hexametafosfato sédico y polifosfato potasico.
La globulina se puede aislar también por medio de la adicién de polietilen glicol o sulfato amoénico.

Tras la adicidon del compuesto de fosfato, se disminuye el pH de la disolucion plasmatica para estabilizar el
precipitado de albumina. El pH no se deberia reducir por debajo de 3,5, ya que esto provocara que las proteinas del
plasma resulten dafiadas. Se puede usar cualquier tipo de &cido para este fin, con tal de que sea compatible con la
disolucion plasmatica. Los expertos en la técnica pueden determinar facilmente tales acidos. Los ejemplos de acidos
adecuados incluyen, pero sin limitacion, HCI, acido acético, H,SO4, acido citrico, y HoPO4. El acido se afiade en una
cantidad suficiente para disminuir el pH del plasma hasta el intervalo designado. En general, esta cantidad oscilara
desde una proporcién de alrededor de 1:4 hasta 1:2 de acido respecto del plasma. El plasma se centrifuga después
para separar la fraccion de globulina de la fraccién de albdamina.

La siguiente etapa del proceso es elevar el pH de la fraccién de globulina con una base hasta que ya no sea
corrosivo para el equipo de separacion. Las bases aceptables para este fin incluyen NaOH, KOH, y otras bases
alcalinas. Tales bases son facilmente determinables para los expertos en la técnica. El pH de la fraccion de globulina
se eleva hasta que esta en un intervalo no corrosivo, que en general estara entre 5,0 y 9,0. Un método preferido de
fabricacion de la fraccion plasmatica de la solicitud se expone en la sol. de pat. de EE.UU. de N° de serie
10/470.982, cuya descripcion se incorpora en la presente memoria como referencia.

El concentrado de inmunoglobulina final se puede secar opcionalmente por pulverizacion o liofilizar hasta un polvo.
El polvo posibilita un empaquetamiento méas sencillo, y el producto permanece estable durante un periodo de tiempo
mas largo que el concentrado de globulina en bruto en forma liquida o congelada. Se ha descubierto que el polvo de
concentrado de inmunoglobulina preferido contiene aproximadamente un 40-55% en peso de IgG, 1-2% en peso de
IgA, y 6-8% en peso de IgM. Como minimo, el concentrado de inmunoglobulina de la invencion deberia contener al
menos un 50% en peso de IgG, preferiblemente al menos un 50% en peso de IgG, y lo mas preferiblemente al
menos un 55% en peso. Como minimo, el concentrado deberia contener al menos alrededor de un 30% en peso de
IgG y no mas de alrededor de un 10% en peso de IgA. En una realizacién de la invencion, el concentrado de
inmunoglobulina no contiene niveles detectables de IgA.

Ademas de la administraciéon con vehiculos convencionales, los ingredientes activos se pueden administrar mediante
una diversidad de métodos especializados de administracién de farmacos que conocen los expertos en la técnica.

Los expertos en las técnicas médicas apreciaran facilmente que las dosis y los calendarios de la inmunoglobulina
variaran dependiendo de la edad, salud, sexo, estatura y peso del paciente mas que la administracion, etc. Estos
parametros se pueden determinar para cada sistema mediante procedimientos y analisis bien establecidos, p.ej., en
ensayos clinicos de fase |, Il, y Ill.

De acuerdo con ciertas realizaciones de la invencion, el concentrado de inmunoglobulina se puede administrar por
medio del consumo oral en una cantidad suficiente para reducir, atenuar, o inhibir la inflamacién pulmonar inducida
por LPS. A este respecto, el concentrado de Ig (IgC) se deberia administrar para proporcionar de 10 mg de IgC por
kg de peso corporal a 250 mg de IgC por kg de peso corporal. Tal como se usa en la presente memoria, el término
"inflamacion pulmonar inducida por LPS" significa la inflamacion que se da como resultado del LPS, que provoca una
elevacion de los niveles de uno o mas factores inflamatorios en parte de los pulmones, que incluye el tejido pulmonar
y el liquido de lavado broncoalveolar (LLBA). Tales factores inflamatorios incluyen los niveles incrementados de
monocitos, leucocitos, TGFB1, IL-1a, IL-1b, IL-2, IL-4, IL-6, IL-12 (p40), y TNF-a.

Para otros modos de administracion farmacéutica, tales como oral, intravenosa, intramuscular, intrapulmonar (p.ej.
en aerosol para inhalacién), intratecal, sublingual, intrabucal, subcutanea, etc., el concentrado de inmunoglobulina se
puede dosificar a un nivel suficiente para reducir la inflamaciéon pulmonar inducida por LPS. Un intervalo de dosis
tipico para un adulto seria de alrededor de 500 mg a 20 g de IgC por dia. Las dosis orales diarias se dividen
preferiblemente y se administran con una separacion de doce horas. Pueden ser necesarios regimenes de
dosificacion mas frecuentes para una eficacia 6ptima.

La fraccion plasmatica de la invencion se puede usar también en la prevencion de la inflamacion pulmonar. A este
respecto, la fraccion plasmatica se puede administrar antes de la exposiciéon a un irritante quimico, factor ambiental,
u otra circunstancia que se espera que desencadene la inflamacion pulmonar. Para dicho tratamiento preventivo, la
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fraccion plasmatica se puede administrar hasta varias semanas antes del desencadenante inflamatorio a las mismas
dosis descritas anteriormente o menores, para proporcionar al menos cierta protecciéon contra la respuesta
inflamatoria esperada.

Las composiciones en aerosol para la administracién se conocen bien en la técnica, y en general deberian ser
estériles, isoténicas, sin conservantes, y con un pH equilibrado a 6,0, similar al epitelio de las vias respiratorias para
evitar la irritaciéon bronquial. Las composiciones en aerosol se pueden administrar por medio de un dispositivo de
nebulizacién. Hay disponibles diferentes dispositivos para la terapia de inhalacion, que incluyen inhaladores de dosis
medidas (MDI), inhaladores de polvo seco, nebulizadores de chorro, y nebulizadores ultrasénicos.

El concentrado de globulina se puede combinar con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un vehiculo
0 excipiente liquido adecuado y un aditivo o aditivos auxiliares opcionales. Los vehiculos y excipientes liquidos son
convencionales, y estan disponibles comercialmente. Los ejemplos ilustrativos de los mismos son agua destilada,
solucidn salina fisiolégica, soluciones acuosas de dextrosa, y similares.

La fraccién plasmatica de esta invencion se puede administrar sola o junto con otros agentes terapéuticos usados en
el tratamiento de enfermedades y afecciones pulmonares, en un equipo para la terapia de combinaciéon o
combinados en la misma forma farmacéutica. Tales agentes terapéuticos adicionales incluirian, pero sin limitacion,
antihistaminicos, descongestivos, antiinflamatorios, antibiéticos, analgésicos, antineoplasicos, antivirales,
broncodilatadores, corticoesteroides, NSAIDs, etc. Se puede usar cualquier tipo de medicacion a este respecto, con
tal de que sea compatible con la fraccién plasmatica y no limite o disminuya sustancialmente su eficacia en la
reduccion de la inflamacién pulmonar.

En general, ademas de los compuestos activos, las composiciones farmacéuticas de esta invencion pueden
contener excipientes y agentes auxiliares adecuados que facilitan el procesamiento de los compuestos activos hasta
las preparaciones que se pueden usar farmacéuticamente. Las formas farmacéuticas orales abarcan los
comprimidos, grageas, y capsulas.

Las preparaciones farmacéuticas de la presente invencion se fabrican de una manera que es por si misma muy
conocida en la técnica. Por ejemplo, las preparaciones farmacéuticas se pueden hacer por medio de procesos de
mezcla convencionales, granulacion, produccidon de grageas, disolucion, liofilizacién. Los procesos a usar
dependeran en ultima instancia de las propiedades fisicas del ingrediente activo utilizado.

Los excipientes adecuados son, en particular, rellenos tales como carbohidratos, por ejemplo, lactosa o sacarosa,
manitol o sorbitol, preparaciones de celulosa y/o fosfatos de calcio, por ejemplo, fosfato tricalcico o fosfato dicalcico,
asi como aglutinantes tales como almidén, pasta, mediante el uso, por ejemplo, de almidéon de maiz, almidon de
trigo, almidon de arroz, almidon de patata, gelatina, goma de tragacanto, metil celulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa sddica, y/o polivinil pirrolidona. Si se desea, se pueden afadir agentes desintegrantes, tales
como los almidones anteriormente mencionados, asi como carboximetil almidén, polivinil pirrolidona reticulada, agar,
0 acido alginico o una sal del mismo, tal como alginato sédico. Los agentes auxiliares son agentes reguladores del
flujo y lubricantes, por ejemplo, tales como silice, talco, acido estearico o las sales del mismo, tales como estearato
magnésico o estearato calcico y/o polietilen glicol. Se pueden proporcionar nucleos de grageas con revestimientos
adecuados que, si se desea, pueden ser resistentes a los jugos gastricos.

Para este fin, se pueden usar disoluciones concentradas de carbohidratos, que pueden contener opcionalmente
goma ardbiga, talco, polivinilpirrolidona, polietilen glicol y/o didéxido de titanio, disoluciones de laca y disolventes
organicos adecuados o mezclas de disolventes. Para producir revestimientos resistentes a los jugos gastricos, se
pueden afadir disoluciones de preparaciones de celulosa adecuadas, tales como ftalato de acetilcelulosa o ftalato de
hidroxipropilmetilcelulosa, tintes y pigmentos al revestimiento del comprimido o gragea, por ejemplo, para la
identificacion o para caracterizar una combinacion diferente de dosis del compuesto.

Otras preparaciones farmacéuticas que se pueden usar de manera oral incluyen las capsulas duras hechas de
gelatina, asi como las capsulas selladas blandas hechas de gelatina y un plastificante tal como glicerol o sorbitol.
Las capsulas duras pueden contener los compuestos activos en forma de granulos que se pueden mezclar con
rellenos tales como lactosa, aglutinantes tales como almidones, y/o lubricantes tales como talco o estearato
magnésico y, opcionalmente, estabilizantes. En las capsulas blandas, los compuestos activos se disuelven
preferiblemente o se suspenden en liquidos adecuados; tales como aceites grasos, parafina liquida, o polietilen
glicoles liquidos. Ademas, se pueden afadir estabilizantes.

Se descubrié que las dosis orales de concentrado de globulina segun la invencion disminuian la inflamacién inducida
por LPS en el tejido pulmonar. La frase "respuesta inmunitaria inflamatoria," tal como se usa en la presente memoria,
se refiere a la respuesta que provoca inflamacién del sistema inmunitario a una enfermedad, patégeno, antigeno o
agresion. La frase "respuesta inmunitaria inflamatoria" también puede significar una reaccion inflamatoria o una
reaccion inmunitaria. La respuesta inflamatoria se puede dar en mamiferos, que incluyen seres humanos, y se puede
dar en respuesta a una enfermedad respiratoria.

Los usos clinicos del concentrado de globulina incluyen la prevencion o el tratamiento de una afeccién o enfermedad
respiratoria que implica la inflamacion inducida por LPS. Tales afecciones incluyen, pero sin limitacion, asma u otra
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constriccion de las vias respiratorias hipersensibles; enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) u otra
enfermedad pulmonar que provoca disnea; bronquitis crénica u otra inflamacién y cicatrizacién permanente de los
bronquios; enfisema u otra lesién de las paredes de los alveolos que provoca pérdida de elasticidad; pleuritis u otra
inflamacion de la membrana pleural que recubre los pulmones y la cavidad toracica; cancer de pulmén o tumores
malignos que se desarrollan en el tejido pulmonar; bronquitis aguda u otra inflamacién de los bronquios; inflamaciéon
aguda o croénica de los alveolos; gripe u otra infeccidon provocada por el virus de la gripe; neumonia provocada por
virus o bacterias; sinusitis u otra inflamacion de las cavidades sinusales; resfriado comun provocado por virus o
bacterias; fibrosis quistica; enfermedades respiratorias provocadas por toxinas o contaminantes o causas
ambientales; enfermedades respiratorias provocadas por SARS (sindrome respiratorio agudo grave), o RSV (virus
sincitial respiratorio) u otros agentes virales; tuberculosis u otra enfermedad respiratoria provocada por micobacterias
u otras bacterias; u otra enfermedad respiratoria, que incluye las provocadas por complicaciones que surgen de la
infeccién por HIV o enfermedad auto-inmunitaria.

En ciertas realizaciones de la invencion, la respuesta inflamatoria se da en el animal y se puede observar en el tejido
pulmonar o LLBA o sangre u otro componente del cuerpo del animal.

Tal como se usa en la presente memoria, la palabra "atenuar" se define para incluir, pero sin limitacién, inhibir,
debilitar, afectar, reducir, y disminuir.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "antigeno” se refiere a una sustancia que es capaz de provocar
o inducir o estimular una respuesta inmunitaria, y/o reacciona de manera especifica con anticuerpos y/o células T.
Un antigeno puede ser de origen viral o bacteriano, o puede ser una sustancia que es material exdgeno respecto de
un sistema bioldgico. Se puede hacer referencia a un antigeno como un inmunégeno. LPS, tal como se proporciona
mas adelante en la presente memoria, es un ejemplo de un antigeno. En ciertas realizaciones de la invencion, una
endotoxina es un antigeno. En otra realizacion de la invencién, un antigeno es un componente del agente causante
de una enfermedad respiratoria. Por ejemplo, un antigeno puede ser una proteina o componente de la membrana
externa de una célula bacteriana, en el que la bacteria es un agente causante de una enfermedad. Un antigeno
puede ser también un componente de una envoltura viral, en el que el virus concreto es el agente causante de una
enfermedad.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "LPS" es una abreviatura de lipopolisacarido, que es una
macromolécula o compuesto que contiene restos lipidicos y polisacaridos. LPS puede referirse también a un grupo
de sustancias presentes o halladas habitualmente como constituyentes importantes de las paredes celulares de
ciertas bacterias, que incluyen las cepas gram-negativas. LPS puede ser sumamente inmundgeno o antigénico en
los sistemas biolégicos. Tal como se usa en la presente memoria, LPS se refiere también a macromoléculas o
moléculas de lipopolisacarido, o fragmentos de las mismas, o porciones seleccionadas de las mismas.

La administracion oral de IgG u otros componentes plasmaticos tiene enormes ventajas sobre la administracion
parenteral. Las mas evidentes son los riesgos asociados a la administracién intravenosa, que incluyen: reacciones
alérgicas, el riesgo incrementado de transferencia de una enfermedad desde la sangre humana, tal como VIH o
hepatitis, la necesidad de la misma especie de origen, el coste de administracion, y el beneficio de la IgG oral es la
mayor neutralizacién de endotoxina y la estimulaciéon "basal" del sistema inmunitario; el uso potencial de 1gG
xenoégenas. La invencion proporciona un método no invasivo para la modulacién de la respuesta inmunitaria inducida
por LPS y otros factores inflamatorios. Esto se puede usar para tratar una diversidad de afecciones y enfermedades
relacionadas con los pulmones, en las que la inmunomodulacion, inmunosupresion o inmunorregulacion es el
resultado deseado (trasplantes de 6rganos, trastornos inmunoestimuladores crénicos, etc.).

Se ha descubierto que la fraccion plasmatica de la invencidén es eficaz en la atenuacién y/o inhibicién de la
inflamaciéon pulmonar en diversos componentes pulmonares, que incluyen al menos el liquido de lavado
broncoalveolar (LLBA) y el tejido pulmonar. A este respecto, se ha descubierto que el PF es eficaz en la reduccion
de la inflamacién pulmonar mediante multiples modos de accién, que incluyen la reduccién de la activacion de
monocitos y leucocitos.

El siguiente ejemplo pretende ilustrar sin limitacion ciertas realizaciones de la invencion.
Ejemplo 1: Estudio de Inflamacién Pulmonar

Efecto de una Proteina Plasmatica Secada por Pulverizacion sobre el Tejido Linfoide Asociado a las Fosas Nasales
en un Modelo de Inflamacién Pulmonar en Ratones

Debido a que el sistema inmunitario mucoso comun conecta los sitios inductivos (placas de Peyer y Tejido Linfoide
Asociado a las Fosas Nasales; NALT) con los sitios efectores (lamina propia de los tractos intestinal y respiratorio),
se estudio el efecto de las proteinas plasmaticas en la dieta sobre la inflamaciéon pulmonar. Este estudio se llevo a
cabo para determinar el grado en el que la complementacion con SDPP y PF puede atenuar o inhibir la inflamacién
pulmonar inducida por LPS.
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Protocolo:

Se alimenté a ratones C57BL/6 Hsd con dietas complementadas con un 8% de SDPP (grupo de SDPP), 1,5% de PF
(concentrado de inmunoglobulina; grupo de PF) o con proteinas lacteas (grupo de Control) desde el dia 19 (destete)
hasta el dia 33. En el dia 32, se administro a los ratones una dosis intranasal de 500 ug de LPS/kg de peso corporal
(grupos de LPS, LPS-SDPP y LPS-PF), o PBS (grupos de Control, SDPP y PF), y se sacrificaron 24 h después.
(Véase la FIG. 1 para el diagrama del protocolo experimental).

Grupos Experimentales:

Grupo 1: control: administracion de PBS + dieta de control

Grupo 2: SDPP: administracion de PBS + dieta de SDPP

Grupo 3: PF: administracion de PBS + dieta de PF

Grupo 4: LPS: administracion de LPS (EC) + dieta de control

Grupo 5: LPS-SDPP: administracion de LPS (EC) + dieta de SDPP

Grupo 6: LPS-PF: administracion de LPS (EC) + dieta de PF
Muestras:

1.  Liquido de lavado broncoalveolar (LLBA)

a) Proteina en LLBA

b) Células en LLBA

c) Caracterizacion fenotipica

d) Liberacién de citocinas y quimiocinas
2. Sangre

a) Numero de células

b) Caracterizacion fenotipica

3. Tejido pulmonar

a) Infiltracion celular en el pulmén
b) Caracterizacion fenotipica
c) Mediadores anti-inflamatorios y pro-inflamatorios

Resultados y Discusion:

Se determiné el porcentaje de las diferentes subpoblaciones de linfocitos y células polimorfonucleares en el liquido
de lavado broncoalveolar (LLBA), en el tejido pulmonar, y en la sangre.

En LLBA, la administracion de LPS incrementd 27 veces el nimero de células leucocitarias. LPS también modifico el
perfil de las células en LLBA (en el grupo de Control, el 3% fueron linfocitos y el 97% polimorfonucleares; en el grupo
de LPS, fueron el 40% y 60%, respectivamente; P<0.001). Las dietas complementadas con SDPP o PF no
modificaron la respuesta a LPS, pero SDPP previno en parte la activacion inducida por LPS de los monocitos
(P<0,05). En LLBA, LPS incrementé la concentracién de proteinas 1,5 veces a las 6 horas, y 2,4-4 veces a las 24
horas. Ademas, en LLBA, LPS indujo el reclutamiento de leucocitos, principalmente linfocitos. LPS también cambié
el perfil de las células polimorfonucleares hacia el subgrupo neutréfilo. LPS incrementé ademas la activacion tanto
de monocitos como de neutrdfilos.

En el tejido pulmonar, LPS incrementd el porcentaje de neutréfilos y monocitos, lo que dio como resultado un
incremento del 50% de los granulocitos infiltrados (P<0,05). Las dietas complementadas no modificaron los efectos
de LPS. Sin embargo, las dietas de SDPP y de PF redujeron el porcentaje de neutréfilos y monocitos residentes
(P<0,05), asi como el grado de activacion de los neutréfilos del pulmén (P<0,05). (Es decir, la complementacion con
proteinas plasmaticas redujo las células inmunitarias innatas de NALT sin afectar a la respuesta inmunitaria
pulmonar a LPS). El grado de activacion de los monocitos infiltrados se redujo en parte mediante SDPP. (FIG. 2). En
el tejido pulmonar, LPS indujo el reclutamiento de leucocitos hacia el tejido pulmonar, incrementando el niumero y la
activacion de ambas poblaciones polimorfonucleares (p.ej., monocitos y neutrofilos). También en el tejido pulmonar,
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la complementacion con proteinas plasmaticas previno la estimulacion de leucocitos inducida por LPS. (FIG. 3). En
las condiciones de control, SDPP redujo el porcentaje de monocitos residentes. (FIG. 4).

En la sangre, LPS tuvo poco efecto sobre las poblaciones de leucocitos sanguineos. Ademas, en las muestras de
sangre, se descubri6 que ningun complemento afecté a los efectos inducidos por LPS sobre los leucocitos
sanguineos.

La administracién de LPS afecta al procesamiento de TGFB1 (la forma madura se reduce), pero no afecta a la
expresion de la proteina precursora (el TGFB1 total no se modifica). (FIGS. 5-8). SDPP previene la reduccion
inducida por LPS a TFGB1 maduro. (FIG. 7).

LPS incrementa la liberacién de citocinas pro-inflamatorias, tales como IL-1, TNF-qa, IL-6 e IL-12 a las vias
respiratorias pulmonares (LLBA) (FIGS. 9-15). El plasma en la dieta previene el incremento inducido por LPS de
citocinas pro-inflamatorias Th1 sin afectar a la produccion de IL-12.

LPS también incrementa la concentracion de IL-2 (induce la activacion de CD4 por medio de IL-2R), lo cual
previenen ambos suplementos de la dieta.

LPS también estimula la produccion de citocinas Th2 (IL-4). Ni SDPP ni PF tienen efectos significativos sobre esta
variable.

Estos resultados se detallan adicionalmente en las FIGS. 2-15.

Aunque en la anterior memoria descriptiva esta invencién se ha descrito con relacion a ciertas realizaciones
preferidas de la misma, y se han expuesto muchos detalles con fines ilustrativos, sera evidente para los expertos en
la técnica que la invencién es susceptible de realizaciones adicionales, y que algunos de los detalles descritos en la
presente memoria se puede variar de manera considerable sin apartarse de los principios basicos de la invencién.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patentes citadas en la presente memoria se incorporan como
referencia en la presente memoria.

Habiendo descrito la invencién con referencia a composiciones particulares, teorias de eficacia, y similares, sera
evidente para los expertos en la técnica que no se pretende que la invencién se limite por tales realizaciones
ilustrativas o mecanismos, y que se pueden hacer modificaciones sin apartarse del alcance o espiritu de la
invencion, tal como se define mediante las reivindicaciones adjuntas. Se pretende que todas las modificaciones y
variaciones evidentes estén incluidas dentro del alcance de la presente invencion tal como se define en las
reivindicaciones adjuntas. Las reivindicaciones pretenden cubrir los componentes y las etapas reivindicadas en
cualquier secuencia que sea eficaz para cumplir los objetivos deseados, a menos que el contexto indique
especificamente lo contrario.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de una cantidad eficaz de una fraccion plasmatica que comprende al menos un 30% en peso
de IgG y un 10% o menos en peso de IgA para el uso en la administracién a un animal que tiene inflamacion
pulmonar para reducir dicha inflamacién pulmonar.

2. La composicidn para el uso de la reivindicacién 1, en la que la fraccion plasmatica comprende al menos un
40% en peso de IgG y un 2% o menos en peso de IgA.

3. La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en la que la inflamacion pulmonar esta inducida por LPS.

4. La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en la que la fraccion plasmatica contiene niveles
indetectables de IgA.

5. La composicién para el uso de la reivindicacion 1, en la que la fraccidén plasmatica se administra por medio de
administracion oral para proporcionar un intervalo de dosis de alrededor de 10 mg a 500 mg por kg de peso corporal
por dia.

6. La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en la que la fraccidon plasmatica se administra de manera oral
en una dosis de alrededor de 5 g a 20 g por dia.

7. La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en la que la fraccion plasmatica se administra de manera
intrapulmonar.

8. La composicion para el uso de la reivindicacion 7, en la que la fraccion plasmatica se administra en un aerosol
farmacéuticamente aceptable.

9. La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en la que el animal es un ser humano.

10. La composicién para el uso de la reivindicacién 1, en la que la fraccion plasmatica se administra en los
alimentos.

11.  Una composicion de una cantidad eficaz de una fraccion plasmatica que comprende al menos un 30% en peso
de I9G y un 10% o menos en peso de IgA; para el uso en la administracion, en un aerosol farmacéuticamente
aceptable, a un animal que tiene inflamacion pulmonar inducida por LPS para reducir dicha inflamacién pulmonar.

12.  Una composicion de una cantidad eficaz de una fraccion plasmatica que comprende al menos un 40% en peso
de IgG, y dicha fraccion plasmatica contiene niveles indetectables de IgA, para el uso en la administracion a un
animal que tiene inflamacién pulmonar inducida por LPS para reducir dicha inflamacion pulmonar.

13. Una composicion para el uso en la reduccién de la inflamaciéon pulmonar en un animal que comprende: una
fraccion plasmatica que comprende al menos un 30% en peso de IgG y un 10% o menos de IgA; un agente
terapéuticamente activo eficaz en el tratamiento o la reduccién de los sintomas de la inflamacién pulmonar; y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

14. La composicion para el uso de la reivindicacion 13, en la que el agente terapéuticamente activo se selecciona
de al menos un miembro del grupo que consiste en antihistaminicos, descongestivos, antiinflamatorios, antibioticos,
analgésicos, antineoplasicos, antivirales, broncodilatadores, corticoesteroides, y NSAIDs.

15. La composicion para el uso de la reivindicacion 13 que no contiene niveles detectables de IgA.
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