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DESCRIPCION

Soporte nutricional para prevenir o moderar la paralisis de la médula ésea o la neutropenia durante el tratamiento
anticancer

Ambito técnico de la presente invencién

La presente invencion se refiere a métodos y composiciones inmuno-nutricionales para prevenir y/o mitigar el efecto
téxico en la médula 6sea causado por el tratamiento anticancer.

Antecedentes de la presente invencion

La apoptosis es un tipo de mecanismo de muerte celular programada que ocurre en los organismos multicelulares
promoviendo la homeostasis celular mediante la eliminacién de células innecesarias o disfuncionales. Las anomalias
en el mecanismo apoptético pueden contribuir a la tumorigénesis, es decir, a que las células eludan las sefiales
apoptoticas, asi como a la resistencia a terapias anticancer como la radiacién y la quimioterapia.

Las células tumorales evaden las respuestas inmunes innatas y adaptativas (inmunovigilancia) por inmunoseleccion
(seleccion de variantes no inmunogénicas de células tumorales, también conocida como inmunoedicion en el modelo
murino) o inmunosubversion (supresion activa de la respuesta inmunitaria). Zitvogel, L., J. Clin. Invest., 118:1991-
2001, 2008; Koebel, C.M., Nature, 450:903-907, 2007; Zitvogel, L. y otros, Nat. Rev. Immunol., 6:715-727, 2006. No
obstante las células tumorales pueden escapar al control inmunitario mediante otros mecanismos, en los cuales
intervienen factores derivados de los tumores que pueden interferir en la respuesta inmunitaria antitumoral.

La inflamacion crénica y latente aumenta el riesgo de neoplasia. Se estima que los agentes infecciosos intervienen
en mas del 15% de los tumores malignos a escala mundial. Balkwill, F. y otros, Cancer Cell, 7:211-217, 2005. Un
entorno de tejido inflamado puede favorecer el desarrollo de células cancerosas y la inmunosupresion puede ser un
factor necesario para contrarrestar la “inmunovigilancia” que protege el huésped contra el desarrollo tumoral (Koebel,
C.M. y otros, antes citado). Ademas, una vez desarrollados, los tumores pueden mantener un estado inflamatorio e
incorporar células inmunosupresoras derivadas de la linea mieloide, tales como los monocitos. La acumulacion de
células procedentes de la médula 6sea y de otros compartimentos inmunes de células mieloides en pacientes de
cancer, llamadas “células mieloides supresoras (MSC)”, esta relacionada con una accién supresora de la activacion
de células T (Galina, G. y otros, J. Clin. Invest., 116:2777-2790, 2006).

Como se expuesto arriba, la capacidad de la defensa antitumoral, es decir del sistema inmunitario, para controlar la
presencia y el sobrecrecimiento de células tumorales transformadas esta a menudo disminuida. Ademas también
sufre otros trastornos funcionales debido a la toxicidad de las terapias anticancer.

El éxito de terapias anticancer tales como la radioterapia y la quimioterapia no depende solamente de sus efectos
citotéxicos sobre las células tumorales, sino también de la inmunocompetencia simultanea durante el tratamiento. La
necesaria fortaleza de la funcion inmunolodgica durante el tratamiento anticancer implica el trabajo conjunto de las
respuestas inmunitarias innatas y adaptativas con los farmacos anticancerosos o la radioterapia. Apetoh, L. y otros,
Nature Med., 13:1050-1059, 2007.

Recientes estudios han revelado que las células tumorales sometidas a la apoptosis inducida por quimio- o radio-
terapia son capaces de incitar una potente respuesta inmunolégica, debido a un aumento transitorio de la actividad
inmunogénica. Al inducir determinantes inmunogénicos, las células tumorales pueden expresar temporalmente
“sefiales de peligro” en sus superficies, que promueven su fagocitosis por células dendriticas (DC), inducen la
maduracién de DC y la estimulacion de la respuesta inmunoldgica. Los ejemplos de determinantes inmunogénicos
inducidos en células tumorales moribundas incluyen, sin limitarse a ellos, proteinas de choque térmico (HSP70 y
HSP90), ligandos para receptores de células asesinas naturales (p.ej. para el receptor NKG2D), la proteina de alta
movilidad del grupo de caja 1 (HMGB1), todos los cuales son “sefiales de peligro” que activan el sistema inmunitario.
Por ejemplo, la HMGB1 puede activar células inmunitarias por reaccion con TL4R (TLR-4). Sin embargo existen
otras sefiales de peligro que no llegan a potenciar una respuesta inmunolégica. Por ejemplo, la calreticulina, que se
expresa en la superficie de las células tumorales tras la induccién de la muerte celular inmediatamente después del
tratamiento anticancer, puede favorecer la fagocitosis por DC. Sin embargo la sefializacion de DC por calreticulina es
insuficiente para activar una respuesta inmunoldgica antitumoral. Se requieren otras vias de sefializacion activadas
por ligandos de receptores tipo Toll (TLRs) (probablemente también por otros receptores). Gardai, S.J. y otros, Cell,
123:321-334, 2005.

Los receptores de tipo Toll (TLRs) juegan un papel principal en la regulacion del sistema inmunitario. Son capaces
de reconocer microbios e inician directamente vias de transduccién de sefiales especificas que alertan las defensas
del huésped. Los ligandos de TLR implican tanto motivos bacterianos ajenos como “sefiales de peligro” enddgenas.
Ejemplo de una sefial de peligro endoégena es la proteina de alta movilidad del grupo de caja 1 (HMGB1), que al
reaccionar con TLR4 es capaz de activar DC y generar una respuesta inmunolégica contra las células tumorales
moribundas, complementando la eficacia del tratamiento anticancer, es decir de la quimio- y radioterapia (Apetoh, L.
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y otros, Nature Med., 13:1050-1059, 2007). Como la HMGB1 es liberada de las células tumorales irradiadas parece
ser una de las principales “sefiales de peligro” que contribuye a la inmunogenicidad de las células tumorales
moribundas.

Otros ligandos de TLR4 con capacidad potencial de inducir la activacion de las células son los hialuronanos (matriz
extracelular), las proteinas de choque térmico (HSP) y la fibronectina. La HSP 70 y la HSP 90 son determinantes
principales de la inmunogenicidad de las células moribundas estresadas (Tesniere, A. y otros, Cell Death &
Differentiation [Muerte y diferenciacién celular], 15:3-12, 2008).

Otras sefales de peligro liberadas de células apoptéticas/necréticas, tales como acido urico, ARN, ADN, potasio (K),
nucledétidos, son capaces de activar la respuesta inmunoldgica innata y por lo tanto una respuesta inmunoldgica
adaptativa.

El deterioro del ADN hace que las células sobrerregulen la expresion de ligandos para los receptores NKG2D
expresados en células NK y en células T CD8 activadas, lo cual puede producir una respuesta citotoxica (Gasser, S.
y otros, Cancer Res., 66:3959-3962, 2006). Las células tumorales tienden a disminuir los ligandos para NKG2D y por
lo tanto a eludir la deteccién inmunoldgica. No obstante, durante el estrés genotoxico inducido por el tratamiento
anticancer las células cancerosas regulan al alza los ligandos para NKG2D y se convierten en una diana “visible”
para los linfocitos NK o CD8 citotéxicos.

Otras sefales de peligro expresadas o liberadas por células cancerosas estresadas se pueden unir a un grupo de
proteinas citosdlicas llamadas NODs/NACHT-LRHs (NLRs) o inflamasoma que activa la caspasa-1 contribuyendo a
la liberacién de citocinas proinflamatorias tales como IL-13 and IL-18 (Martinon, F., Trends in Immunol., 26(8):447-
454, 2005).

Asimismo se ha reportado que una combinacién de sefiales de peligro tal como HMGB1 con ADN (CpG) puede
inducir la produccién de una sefializacion por interferi-a a través de TLR4 y TLR9 (lvanov, S. y otros, Bloc, 110:1970-
1981, 2007).

Muchas de las moléculas arriba mencionadas que representan “sefiales de peligro” se pueden liberar a partir de
células y tejidos tumorales como consecuencia del tratamiento anticancer, a diferencia del crecimiento silencioso de
los tumores durante largos periodos de tiempo. Como consecuencia de la induccion de la muerte de las células
tumorales por el tratamiento anticancer, dichas células se vuelven transitoriamente mas inmundégenas. Sin embargo
este aumento transitorio de la inmunogenicidad de las células tumorales no supone ninguna ventaja para el huésped
si al mismo tiempo la funciéon inmunoldgica celular sufre la toxicidad producida por los tratamientos anticancer. Ello
es debido a que las terapias anticancerosas inducen con frecuencia mielosupresion y/o timolisis, que a su vez hacen
que el sistema inmunitario omita el aumento transitorio de antigenicidad y la capacidad de estimulaciéon inmunolégica
de las células tumorales moribundas durante el tratamiento. Ademas las terapias anticancerosas tienen como diana
las células tumorales, los linfocitos que se estan dividiendo activamente y las células inmunitarias innatas. Con el fin
de superar este dilema se ha propuesto la inmunoterapia para contrarrestar la inmunosupresion inducida por las
terapias anticancerosas. Por esta misma razoén las terapias anticancerosas y la inmunoterapia han sido percibidas
como antagonistas. Van der Most, R.G. y otros, Cell Death Differentiation, 15:13-20, 2008. Desafortunadamente la
inmunoterapia por si sola no es suficiente para proteger las células no tumorales en proceso de division contra los
efectos citotdxicos de la terapia anticancerosa. Los tratamientos anticancer inducen muchos tipos de toxicidad en los
diferentes subgrupos celulares del sistema inmunitario, tal como apoptosis, autofagia y capacidad de activacion
mermada. Como las células inmunitarias sufren los efectos secundarios de la terapia anticancerosa, la oportunidad
de aprovechar este margen de mayor inmunogenicidad es muy reducida. En el curso de la experimentacion de la
apoptosis inducida por los efectos secundarios de la terapia anticancerosa también se ven afectadas en el huésped
la funcion celular presentadora de antigenos, el poder innato de eliminacion de células y la eliminacion de células
tumorales antigeno-especificas. El periodo de aumento transitorio de la inmunogenicidad durante la muerte celular
inducida por la terapia anticancerosa supone para el sistema inmunitario una oportunidad de recuperar el control de
las células transformadas y mantener el de las restantes células tumorales viables. Para aprovechar este margen de
mayor expresion antigénica o inmundégena, la presente invencidon proporciona métodos y composiciones inmuno-
nutricionales que, aplicadas y administradas a un paciente sometido a terapia anticancerosa de apoptosis inducida
por estrés, potenciarian su respuesta inmunoldgica innata y su respuesta inmunoldgica antitumoral. Por lo tanto la
toxicidad inmunolégica aguda inducida por el tratamiento basado en ciclos de quimio- y radioterapia, que coincide
paraddjicamente con el momento de mayor inmunogenicidad de las células tumorales, se puede corregir mediante el
acondicionamiento nutricional del sistema inmunitario (por inmunonutricion).

Las células tumorales que sufren estrés celular y expresan “sefiales de peligro” y muerte inducida por el tratamiento
anticancer pueden llegar a ser una diana mas “visible” para la respuesta innata y por tanto mas faciles de atacar por
células efectoras innatas tales como las células asesinas naturales (NK), las células asesinas naturales T (NKT), las
células gamma-delta (yd) T y las células dendriticas asesinas (KDC). Pillarisetty, V.G. y otros, J. Immunol., 174:
2612-2618, 2005. Asimismo, las DC activadas pueden estimular una respuesta citolitica de células T antigeno-
especificas del tumor. La activacion de las respuestas inmunoldgicas innatas se puede potenciar administrando
agentes o adyuvantes exdgenos, ligandos para proteinas coestimulantes, citocinas o farmacos. Por ejemplo, el
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reconocimiento de acidos nucleicos (p.ej. ARN de doble hebra, nucleétidos) por DC mediante TLRs (TLR3, TLR9)
localizados en el endosoma puede favorecer la activacion de las DC y por consiguiente una respuesta inmunolégica
antitumoral antigeno-especifica. Blattman, J.N. y otros, Science, 305:200-205, 2004. Otro ejemplo, el CpG es un
oligonucledtido que puede potenciar la capacidad de alcanzar una actividad como la de las NK mediante las DC y
aumentar el estado de activacion de las DC, evitando asi las sefiales tolerogénicas generadas por el tumor y por las
células inmunitarias condicionadas por el tumor, como los macréfagos activados alternativamente.

Hay muchos otros nutrientes que han actuado aumentando la funcién inmunitaria innata (inmunonutrientes). Por
ejemplo, alguna bacterias probitticas no patégenas tienen la capacidad de activar macréfagos, células dendriticas y
células asesinas naturales (NK), lo cual mejoraria la presentacion de antigenos y la destruccion innata de células
tumorales. Como se ha mencionado arriba, los nucleétidos pueden activar el sistema inmunitario actuando como
sefal alternativa de peligro. La estimulacion de la reactividad inmunolégica por ADN, ARN y CpG ha sido confirmada
por varios estudios.

La arginina y la citrulina, asi como los aminoacidos de cadena ramificada, pueden estimular la sintesis proteica
mediante la sefializacion a través de mTOR, la cual a su vez previene el proceso autofagico que el estrés de los
tratamientos anticancer pueda inducir en las células inmunitarias. La glutamina puede aumentar la accion citolitica
innata de las NK; los macréfagos y las células dendriticas asesinas pueden contribuir a la accion citolitica antigeno-
especifica de las células T CD8" contra las células tumorales. Algunos modelos moleculares de bacterias o de
levaduras pueden estimular la actividad de las poblaciones de linfocitos innatos - p.ej. de células NK, NKT y células
gamma-delta T - con actividades citotoxicas contra las células tumorales y promover una mayor activacion de células
presentadoras de antigenos para procesar y presentar antigenos tumorales a las células T CD4" y CD8".

Se han desarrollado varias férmulas nutricionales suplementadas con uno o mas de estos inmunonutrientes, que
tienen propiedades inmunomoduladoras.

La patente U.S. n° 6,210,700 describe en general una terapia inmunomoduladora perfeccionada para reforzar los
mecanismos de defensa deprimidos en el huésped y para mejorar los indices de supervivencia a los trasplantes
alogénicos, la cual incluye el uso de acidos grasos insaturados omega-9 para alterar la respuesta inmunolégica
relacionada con el trasplante de 6rganos. Se administra opcionalmente junto con una dieta inmunomoduladora que
comprende arginina y sus sales o precursores metabolicos de arginina, mas un tratamiento inmunosupresor que
consiste en administrar ciclosporina u otros inmunosupresores y opcionalmente con o sin una transfusion especifica
del donante. Una fuente especialmente preferida de acidos grasos insaturados omega-9 es el aceite de colza.

La patente U.S. n°® 5,330,972 expone en general que la apoptosis de las células CD4 en una persona infectada con
el virus de la inmunodeficiencia humana se puede impedir alimentando por via enteral la persona infectada con un
producto nutricional que contiene hidrolizado de proteina de soja con un grado de hidrélisis comprendido en el
intervalo de 14 a 17 aproximadamente y una distribucion de pesos moleculares, determinada por cromatografia de
exclusion de tamafios, en la cual el 30%-60% de las particulas tiene un peso molecular comprendido en el intervalo
de 1.500-5.000 daltons. El producto nutricional también contiene una fuente de proteina intacta y fibra dietética. El
producto nutricional tiene una relacion ponderal de acidos grasos n-6 a n-3 de 1,3:1 hasta 2,5:1 aproximadamente.

La patente U.S. n® 5,576,351 se refiere al tratamiento de una respuesta inmunitaria humana deficiente o a la
reduccion del grado de degradacién de la respuesta inmunitaria humana mediante la administracion de arginina u
ornitina, o de un analogo funcional de arginina u ornitina o sus mezclas, a humanos que sufren una respuesta
inmunitaria deficiente o estan en riesgo de padecerla. Este tratamiento tiene lugar mediante la administracion por via
enteral de composiciones suplementadas con arginina u ornitina o analogos funcionales de arginina u ornitina, o
mediante la administracion por via parenteral de soluciones de aminoacidos suplementadas con arginina u ornitina o
analogos funcionales de arginina u ornitina, al paciente.

La publicacién de patente U.S. n°® 2008/0231525 describe una composicién nutriente que se administra por via
parenteral a un paciente criticamente enfermo, a fin de mejorar su funcién mitocondrial. La composicién nutriente
incluye una combinacién de una molécula precursora de glutamina y un antioxidante, p.ej. selenio, vitamina C, zinc,
vitamina E y beta-caroteno.

La publicacion de patente U.S. n°® 2005/0090451 describe en general un método de proteger tejido no mucoso contra
el dafio causado por la terapia de radiacion, el cual consiste en administrar una composicién que lleva una cantidad
terapéuticamente efectiva de glutamina o de una sal farmacéuticamente aceptable.

La publicacion de patente U.S. n°® 2005/0238660 A1 se refiere a métodos y composiciones con un acido nucleico
inmunoestimulante en combinacion con otras formulaciones terapéuticas tales como emulsiones aceite-en-agua. La
combinacion de productos terapéuticos se administra a sujetos no humanos en varias dosis o siguiendo distintas
planificaciones horarias, para el tratamiento de trastornos tales como enfermedades y cancer.

Sin embargo ninguno de dichos estados técnicos anteriores describe o sugiere la adicién de inmunonutrientes a
pacientes que experimenten apoptosis y/o necrosis inducida por terapia anticancerosa, cuando las células tumorales
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moribundas estan pasando por el momento de mayor expresion antigénica o inmunogenética. Después de todo, el
objetivo de la inmunonutricion debe ser compensar la tolerancia inmunitaria inducida por el tumor durante la muerte
o el dafo celular debidos a las terapias anticancer, inclinando el equilibrio huésped-tumor hacia el refuerzo de las
defensas del huésped. Al mismo tiempo la inmunonutricion suministrada a pacientes de cancer puede potenciar la
funcién celular presentadora de antigenos y la destruccion celular innata de células transformadas y de células
tumorales antigeno-especificas. Al final, tal como se propone aqui, el mayor objetivo de la inmunonutriciéon deben ser
las células no tumorales transitoriamente debilitadas por la terapia anticancer.

Visto lo anterior hacen falta métodos y composiciones inmunonutricionales que se puedan formular para prevenir el
deterioro de la funcién inmunoldgica de los pacientes de cancer durante el tratamiento anticancer, a fin de mejorar la
eficacia de los tratamientos. También se necesitan métodos y composiciones inmunonutricionales que, aplicadas y
administradas en combinacion con terapias anticancer, produzcan unos efectos secundarios menos adversos a los
pacientes de cancer. Mas importante aun, desde hace mucho tiempo hay necesidad de métodos y composiciones
inmunonutricionales que puedan emplearse durante el margen de tiempo en que las células tumorales moribundas
experimentan una inmunogenicidad que actia de acuerdo con la terapia anticancer prescrita y ademas refuerza los
procesos inmunoldgicos innatos y adaptativos del huésped para intensificar la eliminacion de las células tumorales.
También hacen falta urgentemente métodos y composiciones inmunonutricionales capaces de preservar la fisiologia
normal de las células inmunitarias y de otras células hemopoyéticas (es decir, de las médula ésea) y recuperar su
inmunocompetencia dafiada por la terapia anticancer.

Los métodos y composiciones, y los medios para cumplir cada una de dichas necesidades y otras, se comprenderan
a partir de la siguiente descripcion detallada.

Resumen de la presente invencién

La presente invencion ofrece una composicién inmunonutricional que comprende al menos un agente reforzante de
la inmunidad, que incluye arginina, y un soporte farmacéuticamente aceptable, para prevenir, moderar o reducir
transitoriamente el efecto toxico en la médula dsea provocado por el tratamiento anticancer, de manera que dicha
composicion inmunonutricional se usa como parte de un tratamiento neoadyuvante y se administra por via enteral.

Se han descrito métodos y composiciones inmunonutricionales para evitar el deterioro de la funcién inmunolégica de
los pacientes sometidos a terapia anticancer, de modo que el tratamiento sea mas eficaz y se minimicen sus efectos
secundarios no deseados, permitiendo al paciente seguir con la terapia (observancia del tratamiento) y tener una
mejor calidad de vida.

En una forma de ejecucion de la presente invencion las composiciones inmunonutricionales se pueden administrar al
paciente entre diez a tres dias antes de un ciclo de terapia anticancer y diez a siete dias después del ciclo.

En otra forma de ejecucion de la presente invencion las composiciones inmunonutricionales se pueden administrar al
paciente entre diez a tres dias antes de un ciclo de terapia anticancer y diez a siete dias después de la extirpacion
quirargica de todo el tumor o de una parte del mismo.

En otra forma de ejecucion de la presente invencion las composiciones inmunonutricionales se pueden administrar al
paciente entre diez a tres dias antes de un ciclo de terapia anticancer y diez dias hasta justo antes de la extirpacion
quirurgica de todo el tumor o de una parte del mismo.

En otra forma de ejecucion al menos un agente reforzante de la inmunidad puede incluir un probiético, una biomasa
probidtica, un organismo no replicante, una fuente proteica, un acido graso, un aminoacido, un acido nucleico,
potasio, acido urico, un oligonucleétido de cadena sencilla, un patron molecular asociado a patdgenos/microbios
(PAMP/MAMP), un compuesto correlacionado de hexosa activa, carotenoides, vitamina D (incluyendo precursores
de vitamina D, formas activas, agonistas o analogos sintéticos de vitamina D y varios estados de hidroxilacion de la
misma (25-OH D o 1,25-OH D)), un receptor de vitamina D, aminoacidos de cadena ramificada, teanina, vitamina E,
acidos grasos esenciales como EPA y DHA o EPA/DHA, y proteinas de lactoferrina, incluyendo cualquier estado de
enriquecimiento con hierro (p.ej. apo-lactoferrina, holo-lactoferrina y lactoferrina saturada con hierro).

En otra forma adicional de ejecucion, el probiético puede ser un microrganismo tal como Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium longum, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuterii o mezclas de ellos. La
fuente proteica puede ser suero de leche, caseina o proteina de soja.

La fuente proteica de suero de leche proviene de suero de leche natural, suero de leche intacto no hidrolizado,
concentrado de proteina de suero de leche, suero de leche aislado, o hidrolizado de proteina de suero de leche. Las
proteinas de caseina y de soja pueden estar en forma de hidrolizados de proteina de caseina y de soja.

En una forma adicional de ejecucién de la presente invencion, el agente reforzante de la inmunidad puede incluir

ademas aminoacido, p.ej. un aminoacido de cadena ramificada tal como leucina, isoleucina y valina; glutamina,
citrulina, cisteina y treonina. El agente reforzante de la inmunidad puede incluir un acido ribonucleico (ARN), un
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acido desoxirribonucleico (ADN) o al menos un oligodesoxinucleétido, p.ej. un oligodesoxinucledtido de CpG.

En una forma de ejecucion de la presente invencion, al menos un determinante inmundgeno se elige del grupo
formado por proteina de choque térmico 70 (hsp70), proteina de choque térmico 90 (hsp90), ligandos para los
receptores de células asesinas naturales (p.ej. ligandos para NKG2D), calreticulina y proteina de alta movilidad del
grupo de caja 1 (HMGB1).

Se contempla que cualquier composicién aqui descrita se pueda implementar respecto a cualquier otro método o
composicion aqui descrita. Asimismo se contempla claramente que las formas de ejecucion se puedan combinar
entre si, en la medida en que sean compatibles.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultan evidentes en la siguiente descripcion detallada. No
obstante debe entenderse que la descripcién detallada y los ejemplos concretos, aunque representan formas de
ejecucion de la presente invencion, solo tienen valor ilustrativo, no limitativo. Partiendo de la descripcion detallada
hay varios cambios y modificaciones dentro del alcance de la presente invencion que resultaran evidentes para los
especialistas en la materia.

Descripcion breve de las figuras

La siguiente figura forma parte de la presente exposicion y se incluye para demostrar mejor ciertos aspectos de la
presente invencion. La presente invencion se puede entender mejor haciendo referencia a la figura, junto con la
descripcion detallada de las formas de ejecucion aqui expuestas.

La figura 1 muestra una mayor respuesta a los LPS por proliferacion de células esplénicas y células B en los
animales libres de tumores que en los animales que tienen tumores.

Descripcion detallada de las formas de ejecucion preferidas

Antes de describir los presentes métodos y composiciones debe entenderse que la presente invencién no queda
limitada a los métodos, composiciones y condiciones experimentales descritas en concreto, ya que dichos métodos y
compuestos pueden variar. También debe entenderse que la terminologia aqui empleada solo tiene el proposito de
describir formas de ejecucién concretas y no pretende ser excluyente, pues el alcance de la presente invencion solo
esta limitado por las reivindicaciones adjuntas. Todas las publicaciones aqui citadas se incorporan en su totalidad
como referencia para revelar y describir los métodos y/o materiales relacionados con dichas publicaciones.

Antes de describir la presente invencion se definen los siguientes términos para facilitar un mejor entendimiento de
la misma.

Tal como se usan aqui, los términos “cancer” y “tumor” son indistintos y revelan o describen el estado fisiolégico de
aquellos mamiferos en los cuales hay una poblacion de células caracterizadas por un crecimiento irregular. Como
ejemplos de cancer cabe citar, sin limitarse a ellos, el carcinoma, el linfoma, el blastoma, el sarcoma y la leucemia.
Los ejemplos mas concretos de estos canceres incluyen el cancer de células escamosas, el cancer pulmonar de
células pequefas, el cancer pulmonar de células no pequefias, el adenocarcinoma pulmonar, el adenocarcinoma
escamoso pulmonar, el cancer peritoneal, el cancer hepatocelular, el cancer gastrointestinal, el cancer pancreatico,
el glioblastoma, el cancer cervical, el cancer ovarico, el cancer de higado, el cancer de vejiga, el hepatoma, el
cancer de colon, el cancer colorrectal, el carcinoma endometrial o uterino, el carcinoma de las glandulas salivales, el
cancer renal, el cancer de prostata, el cancer de vulva, el cancer tiroideo, el carcinoma hepatico y varios tipos de
cancer de cabeza y cuello.

Tal como se usa aqui, el término animales comprende, sin limitarse a ellos, los mamiferos, incluyendo de manera no
excluyente roedores, mamiferos acuaticos, animales domésticos tales como perros y gatos, animales de granja tales
como ovejas, cerdos, vacas y caballos, y humanos. Cuando se usan los términos animal o mamifero o sus plurales,
también se consideran aplicados a cualquier animal capaz del efecto manifestado o pretendido en el contexto del
pasaje.

Tal como se usa aqui, la expresion “paralisis de la médula 6sea” incluye la supresion o el cese de las actividades de
la médula dsea, incluyendo, sin limitarse a él, su papel en la funcién inmunoldgica y en la hemopoyesis.

Tal como se usa aqui, “nutricion completa” se refiere preferentemente a productos nutricionales que contienen tipos
y niveles suficientes de macronutrientes (proteinas, grasas e hidratos de carbono) y micronutrientes para constituir
una unica fuente de nutricion del animal al cual se administran.

Tal como se usa aqui, “nutriciéon incompleta” se refiere preferentemente a productos nutricionales que no contienen
niveles suficientes de macronutrientes (proteinas, grasas e hidratos de carbono) o micronutrientes para constituir
una unica fuente de nutricion del animal al cual se administran.
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Tal como se usa aqui, “administraciones prolongadas” son preferiblemente administraciones continuas durante mas
de 6 semanas.

Tal como se usa aqui, “microorganismo” incluye bacterias, levaduras y/u hongos, un medio de cultivo celular con el
microorganismo o un medio de cultivo celular en el cual ha crecido el microorganismo.

Tal como se usa aqui, un “prebiotico” es preferentemente una sustancia alimenticia que promueve el crecimiento
selectivo de bacterias beneficiosas o que inhibe el crecimiento de bacterias patégenas en los intestinos. No se
inactivan en el estdbmago y/o en el intestino delgado ni se absorben en el tracto gastrointestinal de la persona que los
ingiere, pero son fermentados por la microflora gastrointestinal y/o por probiéticos. Los prebidticos estan definidos,
por ejemplo, en Glenn R. Gibson y Marcel B. Roberfroid, Dietary Modulation of the Human Colonic Microbiota:
Introducing the Concept of Prebiotics [Modulacion dietética de la microbiota colénica humana: introduccion del
concepto de prebibticos], J. Nutr. 1995 125: 1401-1412.

Tal como se usan aqui, los microorganismos probiéticos (de aqui en adelante “probidticos”) son preferentemente
microorganismos (vivientes, semi-viables o atenuados y/o no replicantes), metabolitos, preparaciones de células
microbianas o componentes de células microbianas que pueden beneficiar la salud del huésped cuando se
administran en cantidades adecuadas, en particular, que afectan beneficiosamente a un huésped mejorando su
balance microbiano intestinal y produciendo efectos en la salud o bienestar del huésped (Salminen S, Ouwehand A.
Benno Y. y otros, “Probiotics: how should they be defined” [Probidticos: cémo deberian definirse] Trends Food Sci.
Technol. 1999:10 107-10). En general se cree que estos microorganismos inhiben el crecimiento y/o el metabolismo
de las bacterias patdgenas en el tracto intestinal o influyen en él. Los probioéticos también pueden activar la funcién
inmunolégica del huésped. Por esta razén ha habido muchos planteamientos distintos para incluir probidticos en
productos alimenticios.

Tal como se usa aqui, “administraciones temporales” son preferiblemente administraciones continuas de menos de 6
semanas de duracion.

Tal como se usa aqui, “alimentacién enteral” se refiere preferentemente a productos nutricionales completos o
incompletos que se administran al sistema gastrointestinal de un animal por una via distinta de la administracion oral,
incluyendo sin exclusién la sonda nasogastrica, la sonda orogastrica, la sonda gastrica, la sonda yeyunostémica
(sonda J), la gastrostomia endoscoépica percutanea (GEP), puntos de acceso tales como un puerto toracico, que
proporciona acceso al estdmago, al yeyuno, y otros puertos de acceso adecuados.

Todos los intervalos de dosificacion mencionados en esta solicitud de patente incluyen todos los niumeros, enteros o
fracciones, contenidos en dicho intervalo.

Tal como se usa aqui, el término “sujeto” se refiere a cualquier animal (p.ej. un mamifero), incluyendo, sin limitarse a
ellos, humanos, primates no humanos, roedores y similares, destinado a ser el receptor de un tratamiento concreto.
Refiriéndose a un sujeto humano, los términos “sujeto” y “paciente” son normalmente intercambiables. “Sujeto”
también puede designar un paciente de cancer que esta experimentando apoptosis inducida por terapia anticancer,
ya sea durante o después de dicho tratamiento.

Tal como se usan aqui, los términos “tratamiento”, “tratar” y “aliviar” se refieren preferiblemente al tratamiento tanto
profilactico o preventivo (que evita y/o frena el desarrollo de un estado o trastorno patolégico al cual va dirigido el
tratamiento) como curativo, terapéutico o modificador de la enfermedad, incluyendo medidas que curan, ralentizan,
reducen sintomas y/o detienen el avance de un estado o trastorno patolégico diagnosticado, y al tratamiento de
pacientes que tienen el riesgo de contraer una enfermedad o que supuestamente la han contraido, y de pacientes
que estan enfermos o que han sido diagnosticados de padecer una enfermedad o estado médico. Los términos
“tratamiento”, “tratar” y “aliviar” también se refieren al mantenimiento y/o a la promocién de la salud en un individuo
que no padece ninguna enfermedad, pero puede ser susceptible de desarrollar un problema de salud tal como un
desequilibrio de nitrégeno o una pérdida muscular. Los términos “tratamiento”, “tratar” y “aliviar” también incluyen la
potenciacion o la intensificacién de una o mas medidas profilacticas o terapéuticas primarias.

En las reivindicaciones se usa “0” para significar “y/0”, a no ser que se indique explicitamente para referirse solo a
alternativas o a las alternativas mutuamente excluyentes, aunque la revelacion respalda una definicion referida
solamente a alternativas y a “y/o”.

A lo largo de esta solicitud de patente el término “aproximadamente” se usa para indicar que un valor comprende la
desviacion estandar del error del aparato o método empelado para determinar dicho valor.

Se contempla especificamente que cualquier forma de ejecucion descrita en los ejemplos esta incluida como forma
de ejecucion de la presente invencion.

Los términos “uno” y “una”, utilizados junto la locucién “que comprende” en las reivindicaciones o en la descripcion,
significan uno o mas, a no ser que se mencione especificamente.
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Los agentes inmunonutricionales o inmunonutrientes son componentes dietéticos que surten efectos especificos en
el sistema inmunitario o pueden aportar beneficios adicionales a los pacientes que sufren las secuelas adversas de
la inanicién, enfermedad o cirugia y de la apoptosis inducida por la terapia anticancer. Es sabido que estos agentes
estimulan la funcién inmunoldgica cuando se administran a los pacientes por via enteral o parenteral y que pueden
ser eficaces para mejorar los resultados durante el periodo preoperatorio o anterior al tratamiento anticancer y para
disminuir la posibilidad de infecciones postoperatorias y la estancia hospitalaria. Como ejemplos comercialmente
disponibles de regimenes inmunonutricionales de administracion enteral con efectos potenciadores de la inmunidad
cabe mencionar: Impact® (Novartis Nutrition, Minneapolis) e Immune-Aid® (McGaw, Inc, Irvine CA), Immunex-Plex®
(Victus, Inc., Miami, FL) y AlitraQ® (Laboratorios Ross, Columbus OH). Estos regimenes contienen nutrientes clave
como glutamina, acidos grasos w-3, arginina y/o acido ribonucleico en formulaciones comercialmente disponibles
con diversas composiciones cuantitativas. Los efectos de estos nutrientes principales estan resumidos en la tabla 1
de Heys, S.D. y otros, Nutr. Hosp. 19:325-332, 2004. Los inmunonutrientes se pueden incorporar a formulaciones
nutricionales corrientes para pacientes que han sido intervenidos de cancer, p.ej. cirugia de cancer gastrointestinal y
cirugia de cancer pancreatico, o que han sido sometidos a terapia anticancer o estan en curso de someterse a dicha
cirugia o tratamiento. Braga, M. y otros, Nutritional Therapy & Metabolism, 24:115-119, 2006; McCowen, K.C. y
otros, Am. J. Clin. Nutr. 77:764-770, 2003; Stotwinski, R. y otros, Centr. Eur. J. Immunol., 32(3):147-154, 2007. Las
formulaciones se administran a los pacientes de cancer preferentemente por via enteral. Se pueden dar antes,
durante y después de la intervencion o antes, durante y después del tratamiento terapéutico anticancer, aunque los
estudios han indicado que las suplementaciones preoperatorias y perioperatorias de inmunonutrientes son mas
efectivas que el tratamiento postoperatorio para mejorar el resultado clinico de pacientes con cancer gastrointestinal.
Cuando la inmunonutricién se facilité en el postoperatorio los resultados fueron opuestos, probablemente porque la
cantidad de substratos proporcionados a los pacientes de cancer en los cinco primeros dias tras la intervencion no
llegaba a alcanzar con suficiente rapidez la concentracién adecuada en el tejido y en el plasma para ser activa. De
hecho los inmunonutrientes tardan unos 5 dias en incorporarse a los tejidos del huésped y por tanto en modular los
mediadores inflamatorios y los perfiles de acido graso. Braga, M. y otros, arriba citado; McCowen, K.C. y otros, arriba
citado. Sin embargo, hasta la fecha aun no hay respuesta a las preguntas sobre los efectos inmunomoduladores de
la inmunonutricién en un paciente de cancer, administrada durante el periodo pre-, peri- o postoperatorio.

El término “agente potenciador de la inmunidad” o “inmunonutricional” conlleva la administracién de compuestos
nutricionales especificos que tienen propiedades cualitativas intensificadoras, potenciadoras o aumentativas del
sistema inmunitario general de los pacientes sometidos a terapia anticancer o antitumoral o de los pacientes cuya
funcién inmunoldgica esta deteriorada, con el fin de alterar los efectos citotoxicos inducidos por el tumor, mejorar los
resultados clinicos y ademas preservar e intensificar los procesos inmunolégicos innatos y adaptativos del sistema
inmunitario del huésped para activar la eliminacién de las células tumorales como respuesta a la induccién de los
determinantes inmunogénicos, tal como se ha ejemplificado arriba. Como ejemplos de compuestos nutricionales
potenciadores de la inmunidad cabe mencionar aminoacidos tales como L-arginina, citrulina, cisteina, glutamina,
treonina, acidos grasos omega-3 y nucleétidos. Otros ejemplos de agentes potenciadores de la inmunidad incluyen
un probidtico, una biomasa probidtica, un organismo no replicante, una fuente de proteinas, un acido graso, un
aminoacido, un acido nucleico, potasio, acido Urico, un oligonucledtido de cadena sencilla, un patrén molecular
asociado a patégenos/microbios (PAMP/MAMP), un compuesto correlacionado de hexosa activa, carotenoides, un
receptor de vitamina D, aminoacidos de cadena ramificada, teanina, vitamina E, acidos grasos esenciales como EPA
y DHA o EPA/DHA.

Las composiciones nutricionales potenciadoras de la inmunidad pueden administrarse por alimentacion intragastrica.

Tal como se usa aqui, el término “periodo peri-operatorio” se refiere al tiempo correspondiente a un procedimiento
quirdrgico de un paciente, que normalmente incluye la admision, la anestesia, la cirugia y la recuperacion. Peri-
operatorio se refiere en general a las tres fases de la intervencion: preoperatorio, intraoperatorio y postoperatorio. El
objetivo del cuidado peri-operatorio consiste en proporcionar mejores condiciones para los pacientes antes, durante
y después de la operacion, incluyendo el tratamiento neoadyuvante. Analogamente el pre-, peri- y postratamiento
terapéutico anticancer se refiere al periodo de tiempo antes, durante y después de la quimioterapia o radioterapia
anticancer.

Tal como se usa aqui, el término “neoadyuvante” o “tratamiento neoadyuvante” se refiere a un intento para que una
neoplasia / tumor sea mas sensible a un tratamiento mas agresivo, por ejemplo centralizando el tumor (proyectos de
reduccion) y/o contrayéndolo, y reducir el riesgo de siembra de células cancerosas durante la eliminacién quirdrgica.

Tal como se usa aqui, el término “tratamiento agresivo” hace referencia a los tratamientos quirirgicos, incluyendo la
cirugia tradicional y la radiocirugia, y a los tratamientos quimioterapéuticos, hormonales y radioterapéuticos.

De acuerdo con la presente invenciéon el mecanismo de muerte celular o apoptosis es inducido por quimioterapia o
radioterapia. La muerte celular por apoptosis inducida mediante estos tratamientos es de tipo inmunogénico porque
todas las células del tumor estan expuestas a estrés celular antes de morir.

El incremento transitorio de antigenicidad o inmunogenicidad tiene lugar en las células tumorales expuestas a la
muerte celular inducida por terapia anticancer. Las composiciones inmunonutricionales segun la presente invencion
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actian con mayor preferencia sobre todas las células inmunitarias del sujeto para preservar su inmunocompetencia
durante el estrés causado por el tratamiento, sin excluir la posibilidad de que nutrientes tales como la glutamina
intensifiquen la expresion de HSP en las células tumorales estresadas, aumentando ain mas su inmunogenicidad.
En general la apoptosis es un tipo de muerte celular que no es eficiente para provocar una respuesta inmunolégica
adaptativa innata. Sin embargo en algunos casos la muerte celular apoptética se puede comunicar con la expresion
de “sefiales de peligro” y tener por consiguiente una capacidad estimulante del sistema inmunitario. Ademas la
respuesta inmunoldgica potencialmente generada durante este momento especifico puede contrarrestar la respuesta
tolerogénica que el tumor induce en su propio beneficio para eludir la respuesta inmunoldgica.

Por lo tanto una estrategia que se emplea en inmunoterapia consiste en evitar la inmunotolerancia que puede ser
iniciada por el procesamiento y presentacion de antigenos tumorales por células presentadoras de antigenos no
activadas, p.ej. células dendriticas. Algunos estudios han demostrado que con agonistas tales como los oligodesoxi-
nucledtidos de CpG (ODNs) y otros nucleotidos, ARN, ADN y otras sefiales de peligro se puede estimular mejor la
reaccion inmunoldgica anticancer.

Los ODNs de CpG estimulan células que expresan el receptor 9 de tipo Toll, el cual inicia una cascada de inmuno-
modulacién que lleva a la activacion de linfocitos B y T, células asesinas naturales, monocitos, macroéfagos y células
dendriticas. Los ODNs de CpG mejoran la capacidad de resistencia del huésped a las infecciones y la induccion de
las respuestas inmunoldgicas innatas y adaptativas. Klinman, D.M. y otros, Expert Opin. Biol. Ther., 4(6):937-946,
2004.

Ademas las células dendriticas (DC) pueden ejercer una funcion celular inmunitaria mas primitiva, es decir la
capacidad de destruir células transformadas (cancer). Esta funcion ha sido adscrita a un tipo de célula dendritica
mencionada por otros como célula dendritica asesina (KDC). La KDC tiene la capacidad de matar células tumorales
mediante diversos mecanismos que evitan el escape de células tumorales “resistentes” a un solo mecanismo de
muerte.

La disfuncion de la doble funcién de las DC durante el tratamiento, es decir la presentacion de antigenos y la
eliminacién de células tumorales, se puede evitar activando la poblacion de DC mediante intervenciones inmuno-
nutritivas. El método combinado de un tratamiento anticancer tal como la quimioterapia y/o la radioterapia con la
inmunonutricién puede preservar una competencia inmunitaria que proporcione un beneficio potencial para hacer los
ciclos mas eficientes, mejorar la tolerancia a la toxicidad inmunolégica de los tratamientos que pueden dafar la
mucosas (mucositis) y producir una mayor incidencia de infecciones.

Las células asesinas naturales y las células asesinas naturales T también estan implicadas en la destruccion celular
innata de células tumorales. Su capacidad funcional se ve muy mermada durante el tratamiento anticancer. Pero
para cumplir su funcién estas células tienen que mantener su capacidad de ser activadas y pasar por el ciclo celular
a fin de expandir su poblacion.

Los probidticos seleccionados y otros patrones moleculares asociados a microbios (MAMPs) tienen la capacidad de
estimular esta poblacion celular y por tanto producir la eliminacion de células tumorales.

Los linfocitos citotéxicos CD8" (CTL) que reconocen antigenos especificos en la diana celular se agotan durante la
presentacion de antigenos para iniciar la reacciéon inmunolégica y ademas el tratamiento reprime su capacidad de
actuacion citotdxica. Los aminoacidos como la glutamina, la arginina y la citrulina son capaces de potenciar las vias
metabdlicas que generan las moléculas citotoxicas producidas por las CTL, contribuyendo a la eliminacion de las
células tumorales cuando los antigenos tumorales quedan mas directamente expuestos debido a la induccion de la
muerte celular durante el tratamiento.

Las composiciones inmunonutricionales segun la presente invencién comprenden preferiblemente al menos un
probiético o una combinacién de probidticos. Los probidticos son microorganismos vivos que cuando se administran
en cantidades adecuadas benefician la salud del huésped. Los probiéticos se pueden obtener comercialmente o se
pueden producir en general mediante un proceso de fermentacion y opcionalmente secado. Las cepas especificas
suelen preferir medios o substratos particulares, que la persona experimentada ya conoce. Los microorganismos
pueden estar secos o por ejemplo en forma de esporas, en el caso de los microorganismos formadores de esporas.
El secado de microorganismos después de producirlos por fermentacion es conocido del especialista. Véase p.gj. la
patente EP 0 818 529 (Société Des Produits Nestlé), en la cual se describe un proceso de secado por pulverizacion,
o la patente WO 0144440 (INRA). Usualmente los microorganismos bacterianos se concentran a partir de un medio
y se secan por atomizacion, en lecho fluido, por liofilizacion (secado por congelacion) u otro proceso apropiado de
secado. Por ejemplo, los microorganismos se mezclan con un material soporte como un carbohidrato, por ejemplo
sacarosa, lactosa o maltodextrina, un lipido o una proteina, por ejemplo leche en polvo, durante o antes del secado.
Sin embargo no es necesario que los microorganismos estén en forma seca. También puede ser idéneo mezclarlos
directamente tras la fermentacién con una composicion nutricional en polvo, por ejemplo, y luego opcionalmente
realizar un proceso de secado, preferiblemente a temperaturas bajas (inferiores a 70°C). Un método de este tipo se
revela en la patente WO 02065840 (Société Des Produits Nestlé).
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Un probiotico seleccionado puede ser una cepa de Bifidobacterium o de Lactobacillus. Preferentemente es un
Bifidobacterium lactis (coleccion alemana de cultivos: DSM20215), un Bifidobacterium longum (CNCM [-2170), un
Lactobacillus paracasei (CNCM 1-2116, CNCM 1-1292), un Lactobacillus johnsonii (CNCM [-1225), un Lactobacillus
salivarius, un Lactobacillus reuterii o mezclas de ellos.

El término “probidtico” también incluye bacterias probidticas no replicadas (muertas), substrato de fermentacion y/o
material derivado de probiéticos. Las composiciones inmunonutricionales de la presente invencién pueden contener
probidticos muertos o matados por calor para el caso de pacientes gravemente inmunodeprimidos.

En general se supone que la activacion de respuestas inmunolégicas protectoras mediante células T CD8" solo se
consigue con vacunas vivas. Sin embargo se introdujeron antigenos procedentes de bacterias muertas en la via del
complejo principal de histocompatibilidad clase 1 y asi fueron reconocidos por las células T CD8". Estimulacién de
linfocitos protectores T CD8" por vacunacién con bacterias no vivientes. Szalay, G. y otros, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 92(26):12389-12392, 1995.

Se ha demostrado que lactobacilos tales como el Lactobacillus casei evitan infecciones intestinales y estimulan la
IgA en animales malnutridos. Durante los distintos periodos de alimentacion también aumentaron en el intestino
grueso las células productoras de IgA y los linfocitos T (LT). El aumento de IgA indicaria que los mecanismos por los
cuales los probioticos inhiben el desarrollo tumoral pueden consistir en la disminucion de la respuesta inflamatoria.
Por otra parte el yogurt, en forma de masa probidtica, no solo lleva los tipos de bacteria Streptoccus thermophilus y
Lactobacillus bulgaricus, sino también bifido-bacterias y algunas veces Lactobacillus casei. El yogurt puede inhibir el
crecimiento del carcinoma intestinal por incremento de la actividad de la IgA, de las células T y de los macrofagos.
Perdigon, G. y otros, J. Dairy Sci., 78(7):1597-1606, 1995.

La dosis diaria de probiéticos afiadidos a las composiciones inmunonutricionales de la presente invencién puede
variar en el intervalo de 10" hasta 10'° UFC (unidades formadoras de colonias).

La expresion “compuesto correlacionado de hexosa activa (AHCC)” se refiere a una mezcla de polisacaridos, amino-
acidos, lipidos y minerales derivada de micelios cocultivados de varias especies de hongos basidiomicetos. El AHCC
ha sido relacionado con la inmunomodulacién y la proteccion contra infecciones. EI AHCC puede incrementar la
vigilancia inmunitaria antitumoral regulando la respuesta inmunoldégica tanto innata como adaptativa (Gao, Y. y otros,
Cancer Immunol. Immunother., 55(10):1258-1266, 2006; Ritz, B.W. y otros, J. Nutr. 136:2868-2873, 2006). El AHCC
es suministrado comercialmente por Amino Up Chemical Co. Ltd, Japén. EI AHCC puede aumentar la activacion de
la presentacion de antigenos por los macroéfagos y la inhibicion de factores inmunosupresores derivados de tumores,
potenciar la proliferacion y activacion de macréfagos, promover la diferenciacion de las células Th1; incrementar la
produccion de IL-12 por macréfagos, aumentar la actividad de las células NK; promover la apoptosis de las células
cancerosas. Se ha indicado que el AHCC incrementa el TNF-qa, el interferon-y y la interleucina-12 y disminuye la
proteina acidica inmunosupresora (IAP) y el factor de crecimiento tumoral (TGF)-a. Vistos sus posibles efectos en el
sistema inmunitario, el AHCC se puede usar como apoyo en el tratamiento del cancer para mejorar algunos de los
efectos secundarios negativos de la quimioterapia.

Tal como se usa aqui, el término “proteina intacta” se refiere a una proteina que preferiblemente no ha sido sometida
a hidrdlisis quimica o enzimatica y se halla en una forma sustancialmente similar o idéntica a su estado natural. De
acuerdo con la presente invencion la “proteina intacta” se puede elegir al menos entre caseina, proteina de suero de
leche, proteina de soja, colageno o proteina de trigo.

En el contexto de la presente invencion el término “fuente proteica” incluye cualquier materia proteinogénica basada
en aminoacidos, tal como proteina dietética intacta o hidrolizada, asi como péptidos afiadidos o aminoacidos libres y
mezclas de ellos, por ejemplo.

La fuente proteica puede incluir hidrolizados de proteina de alto grado de hidrdlisis preparados a partir de proteinas
animales y vegetales tratadas con acido o enzimas, tales como los hidrolizados de caseina, suero de leche, caseina/
suero de leche, soja y mezclas de ellos. Por hidrolizados de proteina de “alto grado de hidrdlisis” se entiende que la
proteina intacta esta hidrolizada en fragmentos peptidicos, la mayoria de los cuales tiene un peso molecular menor
de 1000 Daltons. Preferentemente, al menos un 75% (con mayor preferencia al menos un 95%) de los fragmentos
peptidicos tienen un peso molecular inferior a unos 1000 Daltons. Los aminoacidos libres y las cadenas peptidicas
cortas sintéticas también pueden reemplazar los hidrolizados proteicos o afiadirse a ellos como fuente de nitrégeno,
siempre que la composicion nutricional tenga un perfil de aminoacidos adecuado a la poblacion a la cual va dirigida,
como es conocido del especialista en el campo de las formulaciones nutricionales.

En una forma de ejecucion preferida de las composiciones inmunonutricionales segun la presente invencion, la
fuente proteica puede ser de origen animal o vegetal. Por lo tanto la fuente proteica puede incluir una combinacion
de proteina de suero de leche, de caseina o de soja y sus hidrolizados.

La fuente proteica de suero de leche puede proceder de suero de leche natural, suero de leche no hidrolizado
intacto, concentrado de suero de leche, proteina aislada de suero de leche o proteina de suero de leche hidrolizada.
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La caseina se puede suministrar en forma libre o en forma de sal, por ejemplo de sal sédica. También es posible
suministrar la caseina en forma de sal de calcio o potasio.

Tal como se usa aqui, el término “aminoacidos”, si no se indica otra cosa, se refiere a aminoacidos en forma libre y/o
forma salina escogidos entre al menos uno de los aminoacidos esenciales, p.gj. isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptéfano, valina o histidina; aminoacidos condicionalmente esenciales, p.€j. tirosina, cisteina,
argentina o glutamina, o aminoacidos no esenciales, p.ej. glicina, alanina, prolina, serina, acido glutamico, acido
aspartico, asparaginas, taurina o carnitina. El papel de los aminoacidos en la funciéon inmunitaria esta revisado por
Peng Li y colegas en British J. Nutr., 98(2):237-252, 2007.

La presente invencion también se refiere a composiciones inmunonutricionales que ademas incluyen aminoacidos
de cadena ramificada (AACR), p.€j. valina, leucina, isoleucina o mezclas de ellos, en forma libre y/o en forma salina
y/o en forma de proteina intacta. Los AACR pueden encontrarse en sus tres formas, como dipéptidos, tripéptidos,
polipéptidos, como proteina rica en AACR y/o como proteina manipulada para enriquecer el contenido de AACR. Los
dipéptidos, tripéptidos y polipéptidos pueden incluir dos o mas AACR. Los productos nutricionales segun la presente
invencion pueden incluir analogamente precursores y/o metabolitos de AACR.

Las células inmunitarias incorporan AACR a las proteinas y son capaces de oxidar AACR. La funcién del sistema
inmunitario es proteger al huésped de los agentes infecciones patdgenos y de otras agresiones perniciosas. Tras la
infeccion hay un marcado aumento de la demanda de substratos por el sistema inmunitario; estos substratos aportan
energia y son los precursores de la sintesis de células nuevas, moléculas efectoras y moléculas protectoras. Los
estudios han indicado que los AACR son absolutamente esenciales para que los linfocitos sinteticen proteina, ARN y
ADN, y se dividan respondiendo a la estimulacién. En experimentos con ratones, la restriccion de AACR en la dieta
perjudica varios aspectos de la funcién inmunoldgica e incrementa la susceptibilidad a los agentes patdgenos. Los
pacientes postquiriirgicos o sépticos que recibieron formas intravenosas de AACR mostraron una mejor inmunidad,
es decir mejores resultados. Los AACR son por tanto absolutamente esenciales para la capacidad de respuesta de
los linfocitos y son necesarios para respaldar otras funciones celulares inmunoldgicas.

Los AACR también pueden promover la sintesis de glutamina y estimular la respuesta inmunolégica Th1, un tipo de
respuesta inmunoldégica adaptativa. El ejercicio intenso de larga duracién se ha relacionado con la inmunosupresion,
que a su vez afecta a células asesinas naturales, células asesinas activadas por linfocina y linfocitos. Se ha indicado
que la glutamina es un alimento importante para macréfagos y linfocitos, y que posee efectos estimulantes de la
inmunidad. Su aporte como suplemento oral tras el ejercicio tiene claros efectos beneficiosos en caso de infecciones
subsecuentes en atletas fondistas. No obstante la concentracion de glutamina en plasma disminuye tras el esfuerzo,
p.ej. después de un periodo de ejercicio. Sin embargo el efecto reductor de la concentracion de glutamina quedo
neutralizado por la suplementacion con AACR, a la cual le siguié una mayor respuesta proliferativa en las células
mononucleares de la sangre periférica. La suplementacion con AACR estimul6 la produccion de IL-2 e INF tras el
ejercicio y un descenso mas pronunciado de la produccion de IL-4, lo cual indica una desviacion hacia una respuesta
inmunoldgica Th1. La suplementacion con AACR también resulté efectiva para mantener constante la concentracion
de glutamina en plasma. Bassit, R. A. y otros, Nutrition, 18(5):376-379, 2002.

Ademas de mejorar los parametros metabdlicos, la suplementacion oral enriquecida con AACR puede mejorar la
morbilidad y la calidad de vida de pacientes sometidos a una resecciéon mayor del higado y a quimioembolizacién.
Sin embargo el papel de los AACR como apoyo nutricional para pacientes quirirgicos estresados y pacientes de
cancer todavia no esta claramente definido, a pesar de sus propiedades bioldgicas potencialmente beneficiosas.
Choudry, H.A. y otros, J. Nutr., 136(1 Suppl.):314S-8S, 2006.

La respuesta inmunolégica requiere mayores cantidades de AACR. De hecho los linfocitos estimulados muestran
una mayor absorcion de AACR para la expansion celular, incluyendo leucina, isoleucina y valina. Ademas la leucina
es un activador de la via de sefializacion mTOR, que regula la sintesis y degradacion proteica y también antagoniza
el proceso autofagico de las células que sufren estrés o inanicion. Los AACR se incorporan a las composiciones
nutricionales de la presente invencion en unas cantidades comprendidas aproximadamente entre 2 y 30 g diarios,
preferiblemente en una cantidad aproximada de 3 g diarios.

Las composiciones nutricionales de la presente invencién pueden comprender ademas glutamina (GIn) y/o arginina
y/o citrulina y/o aminoacidos de cadena ramificada (AACR).

La glutamina es un substrato nutriente primordial para las células del sistema inmunitario. Ademas de ser una fuente
fundamental de glutamato, la GIn regula la sintesis de glutation y es un precursor de los nucleétidos de purina 'y de
pirimidina necesarios para la proliferacion de los linfocitos. En su papel de agente anticanceroso la Gin es capaz de
incrementar la actividad citolitica innata de las NK, de las células dendriticas asesinas y de los macréfagos. La Gin
también contribuye a la accién citolitica antigeno-especifica de las células T CD8" contra las células tumorales.

La glutamina puede estar en forma de un aminoacido afiadido. En el contexto de la presente invencién “aminoacido

afiadido” se refiere a un aminoacido no ligado a proteina que se incorpora aparte de las tipicas fuentes dietéticas de
proteina tales como leche, carne y proteinas vegetales. El aminoacido afiadido puede estar presente en forma de un
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aminoacido libre y/o de un di- y/o tripéptido que comprende el aminoacido. Por ejemplo, la glutamina puede afiadirse
en forma de un dipéptido tal como L-alanil glutamina. La glutamina libre no es estable en un ambiente liquido; por
tanto, si la composicién debe venderse en forma liquida, la glutamina tendra que afiadirse como dipéptido u otra
forma estable en medio liquido. En caso de tener que suministrar la composicién en forma liquida, otra posibilidad
seria incluir una cantidad apropiada de glutamina en polvo como médulo para mezclar con el liquido inmediatamente
antes del consumo.

La cantidad de glutamina puede variar entre 5 g y 30 g diarios aproximadamente, con mayor preferencia entre 6 g y
9 g diarios aproximadamente.

Ademas de lo antedicho la GIn puede aumentar la expresion de HSP en células epiteliales normales del intestino. La
expresion de HSP en las células tumorales durante el tratamiento anticancer puede dar como resultado un aumento
de inmunogenicidad de las células tumorales. El tratamiento anticancer induce estrés en las células tumorales, el
cual aumenta a su vez la eficacia del sistema inmunitario innato para contribuir al efecto citotdxico sobre las células
transformadas y actua conjuntamente con los farmacos en la eliminacién de masa tumoral. La cantidad de GIn es
preferiblemente de unos 5 g a 30 g, con mayor preferencia de unos 6 g to 9 g.

La arginina es sintetizada a partir de citrulina como precursor inmediato en muchos tejidos, pero de manera mas
importante en el rifidn. A su vez la citrulina es sintetizada a partir de glutamina, glutamato y prolina a nivel intestinal.
Los niveles de citrulina y arginina en el plasma disminuyen marcadamente durante la malnutricion, el ayuno, en
distintos tipos de lesiones, cuando hay tumores, durante el tratamiento anticancer y la sepsis. Se ha pensado que
ello contribuye a la inmunodeficiencia existente en cancer.

Las actividades bioldgicas de la arginina sobre la funcion inmunoldgica se podrian categorizar como directas e
indirectas. Por lo tanto se puede asumir que la citrulina también producira los mismos efectos que la arginina como
resultado de su papel en la sintesis de arginina.

Muchas actividades directas sobre el sistema inmunitario estan relacionadas con la funcién de las células T y se
explican principalmente por la induccion de la expresion de uno de los componentes del receptor de células T. De
hecho los niveles fisiolégicos de arginina (150 uM) modulan la cadena ¢ del receptor de células T necesaria para la
funcién de las células T. De modo importante se ha demostrado que la citrulina actda sinérgicamente con la arginina
para expresar la cadena ¢ de CD3, prolongando la vida media de su ARNm.

Hay varios tipos de tumores que expresan arginasa o inducen la expresion de arginasa en las células tumorales,
dando como resultado uno de los mecanismos fundamentales de la inmunodeficiencia normalmente observada en la
interaccion huésped-tumor. La inmunodeficiencia afecta a la funcion citotoxica antigeno-especifica de CD8 y también
a la citotoxicidad innata de las NK y los macréfagos para las células transformadas. Los macréfagos asociados al
tumor tienen una participacion directa en el proceso inmunosupresor al producir arginasa y expresar ademas un
fenotipo capaz de inducir células T reguladoras que impiden la accion citotoxica del sistema inmunitario. Todas estas
observaciones respaldan la afirmacion de que la administracién simultanea de citrulina y arginina puede compensar
la inmunodeficiencia durante la actividad antitumoral.

El metabolismo de L-arginina en células supresoras mieloides es critico para inhibir la activacién de las células T
(Bronte, V. y otros, Nat. Rev. Immunol., 5:641-654, 2005). Se han descrito diferentes vias metabdlicas en las MSC
que explican el mayor consumo de arginina y la privacion de este aminoacido para las células T, un requisito previo
para la activacion de las células T. Alternativamente los macréfagos activados se caracterizan por un incremento de
la expresion de arginasa, un enzima responsable de la disminucién de arginina.

La dosis diaria de arginina incluida en las composiciones inmunonutricionales de la presente invencién puede variar
aproximadamente entre 5 g y 30 g diarios, preferiblemente en un intervalo de concentracion aproximado de 10 g
hasta 15 g diarios.

La dosis diaria de citrulina incluida en las composiciones inmunonutricionales de la presente invencion puede variar
aproximadamente entre 1 g y 30 g diarios, preferiblemente en un intervalo de concentracién aproximado de 2 g
hasta 15 g diarios.

En varias aplicaciones clinicas de suplementacion con citrulina se ha demostrado la eficacia de una dosis de tres a
cuatro gramos tomados dos veces al dia. Tras la administracion los resultados suelen producirse durante un periodo
de 3 - 5 dias. Volviendo ahora a parte del estado técnico anterior, la patente U.S. n° 5,576,351 describe en general el
tratamiento de una respuesta inmunoldégica deficiente mediante la administracion de arginina u ornitina o mezclas de
las mismas a humanos que padecen o tienen el riesgo de padecer una respuesta inmunoldgica defectuosa. Sin
embargo no hay ninguna revelaciéon de que se obtenga algun beneficio en cuanto a mitigar o aliviar los efectos de
dichas condiciones mediante la administracion de arginina.

La patente WO/2007/114903 ofrece un método y una formulacion para el tratamiento o el mantenimiento de unas
condiciones que se beneficiarian del aumento o conservacion de los niveles de arginina en la sangre y que tienen
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mejores caracteristicas de sabor que los suplementos actuales de arginina. Ademas este mantenimiento de los
niveles de arginina en la sangre seria beneficioso para enfermedades agudas y crénicas con una tasa deficiente de
conversion de arginina a citrulina. La patente proporciona asimismo un método para tratar al menos la saciedad o la
dispepsia en un individuo. En una forma de ejecucion el método incluye la administracion de una cantidad efectiva
de L-citrulina a un individuo.

Como se ha mencionado arriba, los dos documentos citados no describen ni sugieren la adicién de inmunonutrientes
a pacientes cancerosos que experimentan apoptosis inducida por terapia anticancer, en un momento en que las
células tumorales moribundas se hallan en el intervalo de mayor expresion antigénica o inmunogenética, cuando
dicha adiciéon de inmunonutrientes aumentaria o potenciaria la inmunocompetencia de las células inmunitarias e
incrementaria la inmunogenicidad de las células tumorales de pacientes sometidos a terapia anticancer durante este
breve periodo de tiemplo de mayor antigenicidad.

La teanina, un aminoacido no proteico exclusivo de las bebidas de té, es la fuente dietética de etilaminas. Los
sujetos que tomaron capsulas con teanina y catequinas manifestaron una menor incidencia de sintomas de resfriado
y gripe, con una mayor actividad de células T yd. Los linfocitos T y& humanos son un subgrupo de células T que
constituyen una primera linea de defensa contra microbios y tumores. Estas células T yd se pueden cebar con bis-
fosfonatos y ciertas alquilaminas de cadena corta para potenciar su capacidad de proliferar y secretar citocinas tras
la exposicién ex vivo a una amplia variedad de microbios y células tumorales. La etilamina, una alquilamina, es
producida por hidrélisis acida de la L-teanina en el intestino y por hidrélisis enzimatica mediada por amidasas en el
higado (Asatoor, A.M., Nature, 210(5043):1358-1360, 1966). Una vez diluida en medios, la L-teanina hidrolizada por
acido produjo una expansion de células T yd multiplicada por 15 (5%-75%) a partir células mononucleares de sangre
periférica. Bukowski, J. F. y otros, Nutr. Rev., 66(2):96-102, 2008.

Por lo tanto las composiciones de la presente invencién también se pueden emplear para preparar formulaciones
nutricionales, medicamentos u otras formas de terapia de administracion oral destinadas al tratamiento, prevencion o
alivio de los efectos secundarios de la radioterapia y la quimioterapia.

Las composiciones inmunonutricionales segun la presente invencion se pueden elaborar de manera convencional,
por ejemplo mezclando la fuente proteica, la fuente de hidratos de carbono y la fuente de lipidos. En la mezcla se
pueden incluir emulsionantes. En este punto se puede afiadir vitaminas y minerales, pero también mas tarde para
evitar la degradacion térmica. Todas las vitaminas, emulsionantes y similares de caracter lipofilo se pueden disolver
en la fuente de lipidos antes de realizar la mezcla. Luego se puede incorporar agua previamente sometida a ésmosis
inversa para formar una mezcla liquida. La temperatura del agua es convenientemente de unos 50°C a 80°C para
ayudar a dispersar los ingredientes. Para formar la mezcla liquida se pueden usar agentes licuadores disponibles en
el comercio.

Se ha documentado que vitaminas tales como la vitamina A y sus derivados o los carotenoides tienen un efecto
estimulador del sistema inmunitario, tanto in vivo como in vitro (Blomhoff, H.K. (1994) en Vitamin A in Health and
Disease [Vitamina A en la salud y en la enfermedad] (Blomhoff, R., ed.), p. 451-483, Marcel Dekker, Nueva York),
pero los mecanismos responsables de tal efecto ain no han sido definidos. Estos efectos pueden ser vehiculados
por miembros de los receptores de acido retinoico (RARSs) y retinoide X. Por ejemplo, el receptor-y de acido retinoico
no es necesario para el desarrollo de las células inmunitarias, pero es imprescindible para la produccién de IFN-y por
las células T CD8". Dzhagalov, I. y otros, J. Immunol., 178(4): 2113-2121, 2007. Como ejemplos de carotenoides
cabe mencionar, sin limitarse a ellos, 3-caroteno, a-caroteno, y-caroteno, licopeno, zeaxantina, capsantina y luteina.
El efecto inmunomodulador del tratamiento con B-caroteno es atribuible a sus propiedades de provitamina A. Esta
observacion se corresponde con un estudio anterior realizado en humanos, en el cual se registré un mayor nimero
de células colaboradoras y también con ensayos que muestran mayores cantidades de células CD3", CD4" y CD8"
(Garcia, A. L. y otros, Immunology, 110:180-187, 2003). También se ha demostrado que el B-caroteno aumenta la
actividad inmunoldégica a través de un via independiente, esto es, el incremento de la expresion de la células CPA en
su superficie, p.ej. moléculas de adhesién como la molécula de adhesion intercelular-1 y el antigeno-3 asociado a la
funcién leucocitaria. Otro posible mecanismo en el que interviene la vitamina A y sus derivados puede ser la accion
inhibidora del B-caroteno en las actividades de la ciclooxigenasa o de la lipooxigenasa (Garcia, A. L. y otros, arriba
citado).

Efectos similares del B-caroteno y de los carotenoides en los érganos y funciones del sistema inmunitario han sido
descritos con anterioridad (Bendich, A., J. Nutr., 119:112-115, 1989; Bendich, A., J. Nutr., 134:225S-230S, 2004).

Las vitaminas D y E son otras vitaminas capaces de potenciar la inmunidad. Por ejemplo, se ha demostrado que la
vitamina D es un nutriente/hormona que regula las respuestas normales de células T, pero no el desarrollo de las
células T. Las células asesinas naturales T (NKT) reactivas con CD1d que tienen un receptor Va14 de células T
reorganizado de forma invariante constituyen un subgrupo unico de linfocitos cuya actividad es importante para la
regulaciéon inmunoldgica, la vigilancia tumoral y la defensa del huésped contra los agentes patégenos. Los estudios
han demostrado que la expresion del receptor de vitamina D (RVD) es necesaria para el desarrollo y la actividad
normal de las células iNKT. (Yu, S. y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 105(13):5207-5212, 2008).
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Por lo que respecta a la vitamina E, se ha indicado que el tratamiento de pacientes de cancer con altas dosis diarias
de vitamina E a corto plazo puede potenciar la accién de las células NK. La cantidad de vitamina E administrada a
los pacientes de cancer fue de unos 750 mg diarios durante dos semanas. Hanson, M.G. y otros, Cancer Immunol.
Immunother., 56(7): 973-984, 2007. El tratamiento a corto plazo con vitamina E mejoro significativamente la accion
citolitica de las células NK. La mayor actividad de las células NK entre las células mononucleares de la sangre
periférica de los pacientes no se debié a un aumento del nimero de células NK o del porcentaje de la subpoblacion
de células NK CD56(dim). Asimismo, el tratamiento con vitamina E se relacioné con una induccién pequefia pero
constante de la expresion de NKG2D entre todos los pacientes estudiados. La supresién inmunitaria inducida por
tumores no esta limitada al sistema de células T adaptativas y a los defectos funcionales de las células dendriticas
(DC) y NK. La vitamina E tiene la capacidad de aumentar la produccion de las citocinas IL-2 e IFN-gamma por Th1 e
incrementar la actividad de las NK mediante un mecanismo probablemente muy distinto del de la histamina. Hanson,
M.G. y otros, arriba citado.

Las proteinas son proteinas lacteas (suero de leche o proteina de suero de leche en combinacién con caseina) y
aminoacidos que aportan aproximadamente un 20-40% del contenido energético del producto, preferiblemente cerca
de un 30% del contenido energético del producto. Entre las proteinas también se pueden incluir las de soja, caseina
y los hidrolizados.

La fuente de lipidos puede comprender acidos grasos saturados (AGS), acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y/o
acidos grasos poliinsaturados (AGPI). Los AGS pueden hallarse en parte como triglicéridos de cadena media (TCM).
Tal como se tratan aqui, los TCM hacen referencia a triglicéridos que comprenden acidos grasos Ce-C12. Todos los
acidos grasos de la fuente de lipidos pueden hallarse en forma de acidos grasos n-3. El acido graso n-3 se escoge
preferiblemente entre acido a-linolénico (18:3n-3), acido eicosapentanoico (AEP, 20:5n-3), acido docosapentanoico
(ADP, 22:5n-3) y acido docosahexaenoico (ADH, 22:6n-3) y mezclas de ellos.

Los lipidos pueden proporcionar un 25 - 40% del contenido energético del producto, preferiblemente un 30% de la
energia total del producto, el 50% del cual esta constituido por triglicéridos de cadena media. Los acidos grasos
poliinsaturados (p.ej. acido eicosapentanoico (AEP) y acido docosapentanoico (ADP)) son de aceites vegetales o de
aceite de pescado, con un intervalo de relacion n6:n3 inferior a 6, con preferencia igual a 2-3 aproximadamente.

Se ha visto que los acidos grasos esenciales (AGE) intervienen en la modulacién de la reactividad de los linfocitos y
en la destruccion de varias células tumorales in vitro. Purasiri, P. y otros, Eur. J. Surg. Oncol., 21(3):254-260. En la
suplementacion oral a corto plazo (15 dias) con acidos grasos esenciales (AGE), los AGE no alteraron de manera
significativa la actividad citotdxica de las células NK y LAK en pacientes con cancer localizado. Sin embargo en el
grupo con la enfermedad avanzada la reduccion de la actividad citotéxica de las células NK y LAK ocurri6 el dia 15y
disminuy6 de manera continua, llegando a niveles minimos 6 meses después de la suplementacion. En el grupo con
cancer avanzado no hubo ningiin cambio en la actividad citotdxica de las NK y LAK. No obstante la suplementacion
a largo plazo puede tener efectos perjudiciales para los mecanismos citotdxicos naturales anticancer en pacientes
con enfermedad maligna. Purasiri, P. y otros, arriba citado.

Como ejemplos de acidos grasos w-3 cabe citar AEP y ADH. Tanto el AEP como el ADH dan lugar respectivamente
a eicosanoides y docosanoides, que pueden tener propiedades diferentes de los eicosanoides derivados de acido
araquidénico. El AEP y el ADH dan lugar a la formacién de resolvinas. Calder, P.C. y otros, Prostaglandins Leukot.
Essent. Fatty Acids, 77(5-6):327-335, 2007. Por otra parte se sabe que las resolvinas reducen la inflamacién celular
al inhibir la produccion y el transporte de células y sustancias quimicas inflamatorias a los sitios de inflamacion. Las
resolvinas tienen un papel inmunoldgico en los rifiones como remedio contra el fallo renal agudo. Serhan, C. N. y
otros, J. Exp. Med., 196(8):1025-37, 2002.

La mayor incorporacion de AEP a los fosfolipidos de las células inmunitarias puede incrementar la produccion de
eicosanoides derivados de AEP tales como la prostaglandina E3 (PGE3) y los leucotrienos (LTs) de la serie 5, ya
que el AEP puede servir de substrato para los enzimas ciclooxigenasa y lipooxigenasa. Se ha comprobado una
mayor generacion de LTs de la serie 5 empleando macréfagos procedentes de ratones alimentados con aceite de
pescado, neutrdfilos procedentes de sujetos humanos infundidos durante varios dias con emulsiones de lipidos que
contienen aceite de pescado, y neutrofilos procedentes de humanos suplementados durante varias semanas con
aceite de pescado por via oral.

Basandose en lo anterior, los acidos grasos cumplen una serie de funciones en las células inmunitarias. Pueden
constituir una reserva para la generacion de energia, pueden actuar como componentes de los fosfolipidos de la
membrana celular contribuyendo a las propiedades fisicas y funcionales de esas membranas, como modificadores
covalentes de la estructura proteica con influencia sobre la localizacién y la funcion celular de las proteinas, como
reguladores de la expresion genética por efecto en la actividad de los receptores, en los procesos de sefializacion
intracelular o en la activacion de factores de transcripcion, y como precursores para la sintesis de mediadores lipidos
bioactivos como las prostaglandinas (PGs), los leucotrienos (LTs), las lipoxinas y las resolvinas.

Los cambios en la composicion de acidos grasos de los fosfolipidos de membrana puede influir en la actividad de las
células inmunitarias, tal como se ilustra abajo, incluyendo las siguientes etapas: (1) alteraciones de las propiedades
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fisicas de la membrana tales como su orden y dominio estructural; (2) efectos alterados en las vias de sefializacion
celular, bien por un cambio en la expresion, actividad o avidez de los receptores de membrana o por modificacion de
los mecanismos de transduccion de las sefiales intracelulares; y (3) alteraciones del patron de los mediadores lipidos
(PGE2). Como resultado de estos distintos cambios se altera la activacion del factor de transcripcion y se modifica la
expresion genética. Distintos mediadores pueden producir diferentes actividades y potencias bioldgicas. Calder, P.C.
y otros, arriba citado.

Figura 1

Aporte alterado de
acidos grasos

Composicion alterada de fosfolipidos
en las células inmunitarias

o
: M

ediadores lipidos
(p.€j. PEG2)

Vias de transduccion
de sefales/expresion
genética

Alteraciones de membrana:
dominios, orden, trafico

Actividad celular inmunitaria alterada

Respuesta inmunitaria alterada '

Los hidratos de carbono pueden proporcionar un contenido energético comprendido en el intervalo del 30 al 50% del
producto aproximadamente, con preferencia del 40% aproximadamente.

La fuente de hidratos de carbono puede consistir en cualquier carbohidrato o mezcla de carbohidratos adecuados y
digeribles. Por ejemplo, la fuente de hidratos de carbono puede ser de maltodextrina, almidén de tapioca natural o
modificado, maiz, arroz, de otros cereales, de patata, o de almidén de alto contenido de amilosa, sacarosa, glucosa,
fructosa y/o mezclas de ellos.

Las composiciones inmunonutricionales segun la presente invencion pueden estar clinicamente exentas de lactosa.
En el contexto de la presente invencién, la expresion “clinicamente exentas de lactosa” se refiere a composiciones
inmunonutricionales que tienen un maximo de 0,2 g de lactosa por 100 kcal de la composicion. La composicion tiene
preferiblemente menos de 0,2, con mayor preferencia menos de 0,17 g de lactosa por 100 kcal de la composicion.

Las composiciones inmunonutricionales segun la presente invencion también pueden estar exentas de gluten.

Las composiciones inmunonutricionales segun la presente invencion también pueden llevar otros suplementos
nutricionales, por ejemplo vitaminas, minerales, oligoelementos, asi como fuente adicionales de nitrégeno, hidratos
de carbono y acidos grasos. Se pueden afadir a la ingesta oral del paciente o suministrarlos en forma de una sola
formulacién nutricional completa que aporte todas las cantidades basicas diarias de vitaminas, minerales, hidratos
de carbono, acidos grasos y otros ingredientes necesarios.

Las composiciones inmunonutricionales segun la presente invencion se pueden formular de forma adecuada para la

administracion enteral. Son especialmente apropiadas para uso enteral, tal como administracion oral y/o por sonda.
Estas composiciones se administran convenientemente en forma de liquido acuoso. Las composiciones segun la
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presente invencion que son adecuadas para la aplicacion enteral estan por tanto en forma acuosa o de un polvo que
debe mezclarse con agua antes del uso. En caso de alimentacion por sonda la cantidad de agua afiadida dependera
de la necesidad de liquido y del estado del paciente.

La expresion “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a las sales que, dentro del alcance del juicio médico
razonable, son adecuadas para usar en contacto con el tejido humano sin provocar una inapropiada respuesta de
tipo toxico, irritante, alérgico y similar, y tienen una relacion beneficio/riesgo razonable.

Tal como se aplican aqui, los intervalos numéricos pretenden incluir cualquier nimero y subgrupo de numeros
contenidos en el intervalo, tanto si estan especificamente revelados como si no. Ademas estos intervalos numéricos
deben interpretarse como base para una reivindicacion dirigida a cualquier nUmero y subgrupo de niumeros en este
intervalo. Por ejemplo, una revelacion de 1 a 10 debe interpretarse como un intervalo que incluye limites de 2 a 8, de
3hastab,6,7,de1a9,de 3,6 a4,6,de 3,5a9,9, y asi sucesivamente.

Todas las referencias a caracteristicas o limitaciones particulares de la presente invencién incluyen la respectiva
caracteristica o limitacion plural y viceversa, a no ser que se especifique otra cosa o el contexto en el cual se hace la
referencia implique claramente lo contrario.

Tal como se usan aqui, todas las combinaciones de etapas del método o proceso se pueden realizar en cualquier
orden, a no ser que se especifique otra cosa o el contexto en el cual se hace referencia a la combinacién implique
claramente lo contrario.

Tal como se usan aqui, todos los porcentajes, partes y proporciones se refieren al peso respecto a la composicion
total, a no ser que se especifique otra cosa. Como todos los pesos de los ingredientes enumerados se basan en su
nivel activo, no incluyen los disolventes o productos secundarios que pueden estar contenidos en los materiales
comercialmente disponibles, a no ser que se especifique otra cosa.

Las composiciones y métodos de la presente invencion pueden comprender, constar de o constar esencialmente de
los elementos basicos y las limitaciones de la presente invencion aqui descritas, asi como cualquier ingrediente,
componente o limitacion adicional u opcional aqui descrita 0 que pueda resultar util en composiciones y métodos del
tipo general aqui descrito.

“Tratamiento” se refiere a la administracién de medicinas o composiciones o formulaciones o a la realizacion de los
procedimientos médicos respecto a un mamifero, incluyendo un humano, para la profilaxis (prevencion), curacion,
mejora 0 normalizacién de la dolencia, enfermedad o insuficiencia del paciente aquejado o deficiente.

“Paciente” o “sujeto” se refiere a un mamifero humano o no humano que se puede beneficiar de la composicion
nutritiva y del método que se describen en la presente solicitud de patente.

Una “cantidad terapéuticamente efectiva” o una “cantidad nutricionalmente efectiva” es una cantidad de un agente,
composicion o formulacion que es suficiente para lograr el efecto deseado del tratamiento.

“Parenteral” se refiere a la ruta de materiales a través o basicamente a través de las capas epidérmicas del cuerpo
humano, usualmente por medios intravenosos (IV), intramusculares (IM) o subcutaneos (SC).

Tal como se usa aqui, el término “enteral” se refiere a la administracién a través del tracto alimentario. El especialista
sabe que esta administracion puede tener lugar en el intestino, que es el conducto que va del estdmago hacia el ano
y se divide en intestino delgado e intestino grueso, a través de la boca, a través de un tubo nasogastrico hacia el
estdomago y por otros medios conocidos en el estado técnico.

“Farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia normativa del gobierno federal o de un gobierno
estatal, o listado en la farmacopea U.S. o en otra farmacopea generalmente reconocida, para usar en animales y
mas concretamente en humanos.

“Vehiculo” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o soporte con el cual se administra el agente terapéutico.
Estos vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles como agua y aceites, incluyendo los de petroleo y los de
origen animal, vegetal o sintético, por ejemplo de cacahuete, de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y analogos.
Las soluciones salinas y las soluciones acuosas de dextrosa y glicerina también se pueden usar como vehiculos
liquidos, en particular para soluciones inyectables. Como excipientes farmacéuticos adecuados cabe citar almidén,
glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, creta, gel de silice, estearato sddico, monostearato de
glicerilo, talco, cloruro sddico, leche descremada en polvo, glicerina, propileno, glicol, agua, etanol y similares.

Tal como se usa aqui, el término “terapia del cancer” se refiere a quimioterapia, cirugia, radiacion, terapia genética,

inmunoterapia, terapia biolégica, agentes diferenciadores, agentes quimiopreventivos o una combinacion de ellos.
En algunas formas de ejecucion la quimioterapia se refiere a farmacos o agentes citotdxicos.
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Tal como se usa aqui, el término “quimioterapia” se refiere a un proceso de eliminacion de células proliferantes
mediante un agente citotoxico. La expresion “durante la quimioterapia” se refiere al periodo de duracién del efecto
del agente citotoxico administrado. Por otra parte la expresion “tras la quimioterapia” quiere decir que se cubren
todas las situaciones en que una composicion se administra después de un agente citotoxico, independientemente
de cualquier administracion anterior del mismo y también independientemente de la persistencia del efecto del
agente citotdxico administrado.

Si el método de la presente invencion se aplica a la quimioterapia, al menos una composicién inmunonutricional se
puede administrar antes, durante o después de la quimioterapia (es decir antes, durante o después de administrar
un agente citotdxico). Por ejemplo, las composiciones inmunonutricionales de la presente invencion se pueden dar al
sujeto diez a tres dias antes de un ciclo de quimioterapia (prequimioterapia o antes de la quimioterapia) hasta diez a
siete dias después del ciclo (postquimioterapia o tras la quimioterapia).

Como ejemplos de edulcorante cabe citar, sin limitarse a ellos, sacarina sédica, aspartamo, estevidsido, extracto de
estevia, aldehido para-metoxicinamico, neoesperidina dihidrocalcona, perilla rutina y similares.

Como formas usuales de dosificacién de productos farmacéuticos cabe citar, sin limitarse a ellas, las preparaciones
orales (preparados liquidos tales como extractos, elixires, jarabes, tinturas y limonadas; preparados sélidos tales
como capsulas, granulados, pildoras, polvos y tabletas), inyecciones, infusiones, gotas nasales, gotas oculares,
supositorios, aerosoles y formas de dosificacion para administracion percutanea tales como ungulentos y parches.

De acuerdo con la presente invencion, las composiciones segun la misma se pueden ofrecer en forma de productos
dietéticos, p.ej. como suplementos o en forma de una formulacién nutricional, p.ej. un producto medicinal para comer
o beber, p.ej. en forma de una comida completa o parcial, como aditivo alimentario o polvo para disolver, o en forma
de una formulacion farmacéutica, p.ej. en forma de tableta, pildora, sobre o capsula.

En otro aspecto la presente invencién proporciona producto medicinal para comer o beber, un suplemento dietético o
nutricional o una formulacién farmacéutica que comprende las composiciones inmunonutricionales de la presente
invencion.

Las composiciones de la presente invencion en forma de productos dietéticos, p.ej. suplementos o formulaciones
farmacéuticas, pueden constar exclusivamente de las composiciones de la presente invencion y opcionalmente
vehiculos farmacéutica o nutricionalmente aceptables.

Las composiciones de la presente invencion pueden hallarse en forma de productos medicinales para comer o
beber, p.ej. en forma de polvos para disolver. El polvo se puede combinar con un liquido, p.ej. agua u otro liquido
como leche o zumo de fruta, p.ej. en una proporcion 1 a 5 de polvo a liquido aproximadamente, para obtener una
composicion lista para beber o una bebida instantanea.

Opcionalmente las composiciones de la presente invencion pueden ser nutricionalmente completas, es decir pueden
incluir vitaminas, minerales, oligoelementos, asi como fuentes de nitrégeno, hidratos de carbono y grasas y/o acidos
grasos, de manera que se puedan usar como fuente Unica de nutricién que aporte basicamente todas las cantidades
diarias indispensables de vitaminas, minerales, hidratos de carbono, grasas y/o acidos grasos, proteinas y similares.
Por consiguiente las composiciones segun la presente invencion se pueden suministrar en forma de una comida
completa nutricionalmente equilibrada, adecuada p.ej. para la alimentacion oral o por sonda, p.ej. mediante tubos
nasogastricos, nasoduodenales, traqueoesofagicos, gastrostdmicos o yeyunostdmicos, o para la nutricion periférica
o parenteral total. Las composiciones de la presente invencién son preferentemente para administracion oral.

La presente invencién proporciona medios para ayudar al sistema inmunitario durante el tratamiento anticancer por
quimio o radioterapia.

La presente invencién proporciona métodos para aprovechar el aumento de expresion celular tumoral de las células
estresadas (“sefal de peligro”) induciendo el reconocimiento y eliminacion de estas células por células inmunitarias
innatas como las células asesinas naturales (NK), las células asesinas naturales T (NKT), los macréfagos (Macs) y
las células dendriticas asesinas (KDC). Las células inmunitarias innatas se activan fuertemente al encontrar “sefiales
de peligro” en las células tumorales durante el tratamiento anticancer.

Los siguientes ejemplos describen la presencia de células inmunitarias supresoras y la actividad inmunolégica de los
animales que tienen tumores y sufren un deterioro de su respuesta inmunolégica innata y adaptativa, sometidos o no
a quimioterapia. Ademas se proporciona un ejemplo que describe los efectos beneficiosos de la inmunonutricion en
ratones que tienen tumores y se someten a terapia antitumoral. Mas adelante se ofrecen también cinco ejemplos de
composiciones inmunonutricionales, que varian de una a otra por el tipo y la cantidad de agentes potenciadores de
la inmunidad que hay en ellas.

Ejemplo 1
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Presencia de mecanismos inmunosupresores en animales que tienen tumores - deterioro de la respuesta
inmunoldgica innata y adaptativa

Ratones. En los ensayos se utilizaron ratones endogamicos C57BL/6 (H- 2b) de ocho semanas de edad. Los ratones
fueron inoculados subcutaneamente (s.c.) en el flanco izquierdo con 1x10° células tumorales y el crecimiento tumoral
se controlé cada 2 dias midiéndolo con un calibre. Pasados 6 dias desde la inoculacion tumoral, los animales se
trataron con oxaliplatino o doxorrubicina. El crecimiento tumoral se controlé cada dos dias después del tratamiento
quimioterapéutico y los ratones se sacrificaron a las dos semanas de la implantacion del tumor. Algunos ensayos se
prolongaron hasta 28 después de la quimioterapia para evaluar mejor el crecimiento tumoral.

El peso corporal se midié cada dos dias hasta el sacrificio.

Se tomaron muestras de sangre a los dias 2 y 4 después del tratamiento quimioterapéutico, el dia 10 y el dia del
sacrificio (14 o 28 dias). Se realizd una autopsia y se evalué la masa tumoral.

Lineas celulares cancerosas. La linea celular de sarcoma inducido por metilcolantreno (MCA) que expresa el
antigeno exdgeno de la ovoalbimina (OVA) se cultivé en medio DMEM o RPMI 1640 suplementado con L-glutamina
2 mM, HEPES 10 mM, 2- mercaptoetanol 20 uM, 150 U/ml de estreptomicina, 200 U/ml de penicilina y SBF al 10%
inactivado por calor. Se inyectaron 1x10° células tumorales en el flanco de los ratones 6 dias antes del tratamiento
quimioterapéutico.

Evaluacién hematoldgica. Los dias 2, 4, 10, 14 y 28 se llevaron a cabo los recuentos de glébulos rojos, hemoglobina
y hematocrito.

Los recuentos de globulos blancos y la formula diferencial leucocitaria se examinaron en los mismos momentos. Las
muestras de sangre también se usaron para determinar las poblaciones de células inmunitarias.

Anadlisis de flujo citométrico. Se realiz6 el analisis de los subgrupos celulares CD1 1c’, CD11b"Gr-1* y CD11b+Gr-1/,
CD14", CD19", CD16", CD56", CD3", CD8*, CD4". La bateria de anticuerpos utilizada permitié la evaluacién de:
subgrupos de células B y T, NK, células NKT, macrofagos, células dendriticas, granulocitos.

Evaluacién del crecimiento tumoral

El crecimiento de los tumores se evalué cada 2 dias usando calibres y el volumen tumoral se calculé aplicando la
férmula longitud x anchura x anchura x 0,52 mm?.

Resultados

Tras la inoculacion s.c. de las células tumorales a los ratones, los tumores necesitan de 5 a 6 dias para empezar a
crecer, tal como se aprecian con el calibre. El crecimiento de los tumores durante los primeros 6 dias no estuvo
acompanado de pérdida de peso.

El tratamiento con oxaliplatino o doxorrubicina en todas las dosis ensayadas estuvo acomparfiado de pérdida de
peso durante los 6 dias siguientes al tratamiento. Las dosis mas altas indujeron una pérdida de peso mas acusada,
pero en la mayor parte de este periodo la pérdida de peso no fue superior al 10 o 15% del peso corporal inicial. La
maxima pérdida de peso fue alrededor del 10 por ciento para todas las dosis ensayadas de doxorrubicina (2,5, 5, 7,5
y 10 mg/kg) y alrededor del 15 por ciento para la dosis maxima de oxaliplatino (10 mg/kg. Otras dosis ensayadas
fueron 5y 7,5 mg/kg).

Los animales aislados que habian tenido una pérdida de peso mas importante (mas del 15%) fueron sacrificados.
Luego el peso corporal permanecio estable o se recuperd un poco. En aquellos ensayos cuyo seguimiento durd
hasta 28 dias se inicié una nueva fase de pérdida de peso alrededor del dia 20 tras el tratamiento quimioterapéutico
y persistio hasta el sacrificio.

Toxicidad para los glébulos rojos evaluada por el numero de eritrocitos: los niveles de hemoglobina y hematocrito
mostraron un patron distinto. Ambos agentes quimioterapéuticos indujeron un descenso de nivel que prosiguié hasta
el dia 6 posterior a la quimioterapia y alcanzé niveles estables hasta el dia 16, y entonces volvieron a disminuir.

El recuento de gldbulos blancos muestra una caida inmediatamente después de la quimioterapia y una recuperacion
que se inicia al cabo de 7 dias. Es interesante que los animales tratados con oxaliplatino tendieran a presentar unos
recuentos de leucocitos mas altos que los del punto de partida.

Los estudios de citometria de flujo de los leucocitos y de los subgrupos de células inmunitarias demostraron que la

quimioterapia inducia una disminucion global de linfocitos hasta el dia 10 posterior al tratamiento. Luego el nimero
de linfocitos empez6 a aumentar y recuperd la linea base o incluso la superod.
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La linfopenia transitoria incluyé CD3 y CD 19 (células B), NKs; (subgrupos de linfocitos); la sangre periférica lleva
una minoria de células dendriticas y monocitos.

El crecimiento del tumor se pudo observar 5-6 dias después de la implantacién s.c. de las células. El tamafo del
tumor no muestra un cambio significativo tras la quimioterapia, pero de nuevo se observa crecimiento a partir de los
8-10 dias posteriores a la quimioterapia. Luego el aumento del tumor prosigue hasta el sacrificio. En los ratones de
control, que tenian tumor pero no se trataron con quimioterapia, el ritmo de crecimiento es mayor hasta el final de los
ensayos (sacrificio de los animales).

La figura 2 ilustra como la respuesta inmunitaria adaptativa es estimulada por la inmunogenicidad promovida por el
tratamiento quimioterapéutico. La quimioterapia dafia las células cancerosas y por tanto aumenta su susceptibilidad
al sistema inmunitario. En la figura 2 la divergencia al dia 14 de los dos grupos de tratamiento (oxa-10; oxa-12,5) con
respecto al grupo de control se relaciona con la respuesta inmunoldgica potenciada. Aunque el tumor continta
creciendo, lo hace a una velocidad mas lenta que el grupo de control (sin quimioterapia).

Figura 2. Efecto antitumoral del oxaliplatino en un modelo murino implantado con tumor frente al control

+ oxaliplatino =#—nada ~—# oxa 10 mg/kg =¥~ oxa 12,5 mg/kg B oxa 15 mglkg

tamano del tumor

-6 -4 -2 0 2 4 &] 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
dias post-inoculacion de la quimio

Ejemplo 2

Presencia de mecanismos celulares inmunosupresores en animales que tienen tumores y estan sometidos a
quimioterapia - estado de la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa

Ratones. En los ensayos se usaron ratones endogamicos C57BL/6 (H-2b) de ocho semanas de edad. Los animales
se distribuyeron en 7 grupos dietéticos distintos. Hubo un grupo de control que recibié la dieta AIN 93 para roedores
adultos (mantenimiento). Las dietas de ensayo se administraron en dosis apropiadas al modelo animal: (a) la dieta
de control fue suplementada con 1% (p/p) de L-arginina, (b) un 25% de la proteina se sustituyd por glutamina, (c) 1%
(p/p) de L-citrulina, (d) 1 g/Kg de peso corporal con compuesto correlacionado de hexosa activa, (e) 20 mg/dia de
nucledtidos de ARN y (f) 25 mg/dia de lactoferrina. Una semana mas tarde los ratones fueron inoculados por via
subcutanea (s.c.) en el flanco izquierdo con 1x10° células tumorales y el crecimiento tumoral se controlé cada 2 dias
midiéndolo con un calibre. Pasados 6 dias desde la inoculacién tumoral, los animales se trataron con oxaliplatino o
doxorrubicina. El crecimiento tumoral se controlé cada dos dias tras el tratamiento quimioterapéutico y los ratones se
sacrificaron dos semanas después de dicho tratamiento. Los animales de control sin tratamiento quimioterapéutico
se probaron en paralelo con todas las dietas ensayadas. El peso corporal se determin6é cada dos dias. Se tomaron
muestras de sangre los dias 2, 4 y 10 después del tratamiento quimioterapéutico y el dia del sacrificio (14 o 28 dias).
Se realiz6 una autopsia y se evalud la masa tumoral.

Lineas celulares cancerosas. La linea celular de sarcoma inducido por metilcolantreno (MCA) que expresa el
antigeno exdgeno de la ovoalbumina (OVA) se cultivdo en medio DMEM o RPMI 1640 suplementado con L-glutamina
2 mM, HEPES 10 mM, 2-mercaptoetanol 20 uM, 150 U/ml de estreptomicina, 200 U/ml de penicilina y SBF al 10%
inactivado por calor. Se inyectaron 1x10° células tumorales en el flanco de los ratones 6 dias antes del tratamiento
quimioterapéutico.

Evaluacién hematoldgica. Los dias 2, 4, 10, 14 y 28 se llevaron a cabo los recuentos de gldbulos rojos, hemoglobina
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y hematocrito.

Los recuentos de glébulos blancos y la formula diferencial leucocitaria se examinaron en los mismos momentos. Las
muestras de sangre también se usaron para determinar las poblaciones de células inmunitarias.

Anadlisis de flujo citométrico. Se realizé el analisis de los subgrupos celulares CD1 1c’, CD11b"Gr-1* y CD11b+Gr-1/,
CD14", CD19", CD16", CD56", CD3", CD8", CD4". La bateria de anticuerpos empleada permitié el estudio de los
subgrupos de células By T, NK, células NKT, macrofagos, células dendriticas, granulocitos.

Evaluacién del crecimiento tumoral. El crecimiento de los tumores se control6 cada 2 dias usando calibres y el
volumen tumoral se calcul6 aplicando la férmula longitud x anchura x anchura x 0,52 mm?.

Resultados

Todas las dietas ensayadas originaron una curva similar de ganancia de peso durante los 8 dias anteriores a la
transferencia tumoral. Tras la inoculacion s.c. de células tumorales en los ratones, los tumores necesitan 5 a 6 dias
para empezar a crecer, tal como se aprecian con el calibre. Después de la implantacién de las células tumorales y
antes de la quimioterapia no se observd ningin cambio en el peso del tumor. Los animales perdieron peso durante
los primeros dias después de la quimioterapia. La maxima pérdida de peso se alcanzé entre los dias 4 y 10 después
de la quimioterapia y luego los animales permanecieron con peso estable o incluso empezaron a recuperar peso
corporal. No se observaron diferencias entre las distintas dietas.

La maxima pérdida de peso fue alrededor del 10 por ciento para todas las dosis ensayadas de doxorrubicina (2,5, 5,
7,5y 10 mg/kg) y alrededor del 15 por ciento para la dosis maxima de oxaliplatino (10 mg/kg. Otras dosis ensayadas
fueron 5y 7,5 mg/kg).

La toxicidad para los glébulos rojos evaluada por el nimero de eritrocitos, los niveles de hemoglobina y hematocrito
mostraron un patron distinto. Ambos agentes quimioterapéuticos indujeron un descenso de gldbulos rojos que llegd
a los niveles mas bajos entre los dias 6 y 10 tras la quimioterapia y no alcanzé niveles estables hasta el dia 16. La
dieta suplementada con arginina evité la marcada caida de eritrocitos observada entre los dias 6 y 10 (figura 3). Este
grupo fue diferente del de control y también de los otros tratamientos. Ademas la combinacion de arginina con el
tratamiento quimioterapéutico redujo ain mas el tamafio del tumor en comparacién con la quimioterapia aplicada sin
mas (figura 4).

Figura 3. Efecto de la suplementacion dietética de arginina en la reduccion de la toxicidad sobre la médula dsea, en
comparacion con la dieta de control
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Figura 4. La arginina en la dieta junto con la terapia del cancer reduce el tamafio del tumor en comparacién con la
dieta de control
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Los recuentos de glébulos blancos disminuyeron en la primera semana después de la quimioterapia. Antes del
décimo dia los recuentos de glébulos blancos empiezan a recuperarse y superan la linea base original después del
dia diez y tienden a permanecer altos hasta el final del experimento. Los animales de control no tratados con los
agentes quimioterapéuticos tienen un nivel mas estable de gldbulos blancos durante el experimento, que tiende a
subir después del dia 15 (figura 5). En los animales tratados con oxaliplatino el aumento leucocitario tendié a ser
superior al del grupo que recibi6 la dieta suplementada con lactoferrina.

Figura 5. Efecto del oxaliplatino en la poblacién de glébulos blancos

g Dieta de control

Dieta de control + oxaliplatino

% inicial de globulos blancos

B

& 5 14 15
dias tras la quimioterapia

Los estudios de citometria de flujo de los leucocitos y de los subgrupos de células inmunitarias demostraron que la
disminucion global de linfocitos era provocada por la quimioterapia unos 10 dias después del tratamiento. La pérdida
de células CD3" fue parcialmente modulada en los animales que recibieron la dieta suplementada con arginina. La
poblacion global de linfocitos disminuyd menos tras la quimioterapia en los grupos que recibieron los aminoacidos
glutamina y citrulina, asi como lactoferrina. En el grupo de tratamiento que recibié nucleotidos dietéticos se observé
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una reduccion del tamafio del tumor, incluso en ausencia de quimioterapia (figura 6). Ademas la administracion de
nucledtidos dietéticos también produjo un aumento de los glébulos blancos (figura 7).

Figura 6. Los nucleétidos dietéticos reducen el tamafo del tumor en comparacion con la dieta de control en ausencia
de terapia del cancer
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Figura 7. Efecto de los nucleotidos dietéticos en la poblacion de glébulos blancos bajo la toxicidad inicial producida
por el oxaliplatino
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dias tras la quimioterapia

Tal como se ha descrito anteriormente, el crecimiento del tumor tras la transferencia de células tumorales también se
puede observar y medir utilizando calibres 5 a 6 dias después de la transferencia celular. Tras la quimioterapia el
crecimiento del tumor es atenuado hasta aproximadamente el dia 10 posterior a la quimioterapia y después hay un
aumento de la velocidad del crecimiento del tumor hasta el final del ensayo. En los ratones de control con tumores,
que no fueron tratados con quimioterapia, el ritmo de crecimiento es superior hasta el final de los experimentos
(sacrificio de los animales). El efecto de cada dieta fue independiente del crecimiento del tumor y de su interaccion
con el tratamiento quimioterapéutico, asi como de los controles no tratados. De hecho el grupo que consumio la
dieta suplementada con arginina mostré una progresion retardada del tumor implantado, en comparacion con los
otros grupos. Ademas los nucleétidos parecen inducir un retardo del crecimiento tumoral, incluso en los animales de
control que no recibieron los agentes quimioterapéuticos.

Ejemplo 3

La presencia de mecanismos inmunosupresores en los animales que tienen tumores y estan sometidos a
quimioterapia se pueden compensar en parte mediante una inmunonutricién disefiada especificamente

Ratones. En los ensayos se usaron ratones C57BL/6 de ocho semanas de edad. Los ratones se inocularon s.c. en el
flanco izquierdo con células tumorales y el crecimiento tumoral se controld cada 2 dias por medicion con calibre. Se
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realiz6 una autopsia entre 10 y 20 dias tras la implantacion del tumor y se evalud la masa tumoral. Se evaluaron las
células tumorales para determinar su frecuencia de apoptosis y mitosis y las células que pasaban por el ciclo celular
(tincion inmunohistoquimica Ki67). Diez dias después de la implantacion del tumor los animales se trataron con
agentes quimioterapéuticos. Los animales del ensayo recibieron semanalmente 4 inyecciones intraperitoneales (i.p.)
de los siguientes farmacos, solos o combinados: Cytoxan (ciclofosfamida monohidrato), 100 mg/kg; metotrexato,
RNX-0396, 25 o 50 mg/kg; Adriamycin (doxorrubicina hidrocloruro), 5 mg/kg; 5-FUra4, 25 o 50 mg/kg. Los animales
se sacrificaron a los 2, 4 y 10 dias después de la administracion del tratamiento.

Los animales empezaron con la dieta de ensayo 5 dias antes de la implantacion del tumor. La dieta estaba basada
en proteina de suero de leche suplementada con glutamina, citrulina, cisteina , treonina y arginina, nucleétidos y un
recuento de 10’ células probidticas (una mezcla de bifidobacterias y Iactobacnos) por gramo de dieta. Un grupo de
animales de control recibié comida normal.

Muestreo tisular, aislamiento y cultivo celular. Los ratones que tenian tumores fueron sacrificados y sus bazos y
tumores s.c. se inmovilizaron en fijador de Bouin o se recogieron en condiciones estériles. Los tejidos fijados se
embebieron en parafina, se seccionaron y se tifieron con hematoxilina y eosina o con técnicas inmunohistoquimicas,
para evaluar la muerte celular por apoptosis y la proliferacion celular (Ki67). Se prepararon suspensiones de células
Unicas. Los andlisis de subgrupos celulares de los esplenocitos CD11b"Gr-1" y CD11b*Gr-1" se realizaron con los
bazos y los homogenados tumorales.

Los mismos dos subgrupos celulares también se analizaron en secciones tisulares de masas tumorales que llevaban
tejido. Las células dendriticas CD11c¢" y los linfocitos citotdxicos CD8" se tifieron en el bazo y en el tejido alrededor
de los tumores implantados.

Incorporacion de TdR-H. Se cultivaron células CD8" (2 x 10° células por pocillo) en placas de 96 pocillos de fondo
plano y se estimularon con 3 pg/ml de anti-CD3 y 2 pg/ml de anti-CD28. Se afiadieron al cultivo células CD11b*
procedentes de animales con tumores y de animales libres de tumores hasta constltU|r el 20% de todas las células.
Tras 2 dlas de incubacion los cultivos se pulsaron con 1 uCi/pocillo de TdR-H? durante 18 horas y la incorporacion
de TdR-H® se midié por recuento de centelleo.

Evaluacién de la respuesta CTL. Para generar CTLs aloreactivos, esplenocitos (3 x 106) procedentes de ratones
BALB/c con tumores, sometidos a la dieta de ensayo o de control, se cultivaron con 3 x 10° esplenocitos de C57BL/6
y-irradiados. Después de 5 dlas se analiz6 la capacidad de los cultivos para lisar dianas alogénicas (MBL-2) en un
ensayo de liberacion de cr®" de 5 horas de duracion, empleando 2 x 10 células diana previamente marcadas con
100 uCi de Nay *1CrO4 durante 60 minutos. El porcentaje de lisis especifica se calculd del siguiente modo, a partir de
muestras triplicadas: (cpm experimental - cpm espontaneo)/(cpm maximo - cpm espontaneo) x 100. Las unidades
liticas (UL) se calcularon como el nimero de células que produjo un 30% de lisis especifica de 2.000 células diana
alogénicas (MBL-2) por 10° células efectoras (UL30/10° células). Cuando estuvieron presentes, el porcentaje de lisis
no especifica de células de control CT26 se substrajo del obtenido con las células diana MBL-2.

Resultados

En este ensayo, la liberacién de cromo y la respuesta proliferativa a la estimulacion con anti-CD3 y anti-CD28 fue
mayor en los animales con tumores que estaban sometidos a quimioterapia y recibieron la dieta inmunonutritiva.

En el bazo y en los tejidos peritumorales se observaron menos células supresoras mieloides.

El bazo y las células B de los animales con tumores que estaban sometidos a quimioterapia y consumieron la dieta
de ensayo recuperaron la capacidad de respuesta a los LPS en comparacion con el grupo de control.

En general los animales sometidos a la dieta de ensayo mostraron un mayor nivel de inmunocompetencia que los
alimentados con la dieta de control.

Ejemplo 4
75 g de polvo + 180 ml de agua 50 g de polvo + 120 ml de agua
= volumen final de 230 ml = volumen final de 150 ml

Energia total 350 kcal 230 kcal

Proteinas totales (25% de la energia) 2189 14,59

Caseina 759 59

Proteina de suero de leche 759 59

L-glutamina 6,89 459
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Carbohidratos (40% de la energia)
Jarabe de maiz
Lactosa

Lipidos (35% de la energia)
Triglicéridos de cadena media
Acido linoleico

Acido a-linolénico

Acidos grasos

Relaciéon n6/n3

Minerales
Sodio
Cloruro
Potasio
Calcio
Fésforo
Magnesio
Hierro
Cinc
Cobre
Yodo
Selenio
Manganeso
Cromo
Molibdeno

Vitaminas

Vitamina C

Vitamina E mg o-ET (Ul)

Vitamina A ug ER (UI)

Vitamina D pg (Ul)

Vitamina K ug

Tiamina mononitrato (vitamina B1) mg
Riboflavina (vitamina B2) mg
Piridoxina (vitamina Bs) mg

Niacina mg (mg EN)

Acido félico ug

Vitamina B12 (cianocobalamina) mg
Acido pantoténico mg

Biotina mg

ES 2556 765 T3

(continuacion)

75 g de polvo + 180 ml de agua
= volumen final de 230 ml
3539

0,06 g

13,79
6,89
239
420 mg
705 mg
3,50

0,18g
173 mg
390 mg
225 mg
180 mg
36 mg
4,2 mg
3,3 mg
0,38 mg
45 g
15 pg
0,83 mg
24 g
29 pg

42 mg
6,2 (9,3)
290 (970)
3,8 (150)
19

0,55
0,52

0,9

5,3 (9)
110

1,1

1,9
0,012

24

50 g de polvo + 120 ml de agua
= volumen final de 150 ml
23,59

0,049

919
4649
1,79
315 mg
470 mg

0,12g
115 mg
260 mg
150 mg
120 mg
24 mg
2,8 mg
2,2mg
0,26 mg
30 ug
10 pg
0,55 mg
15,5 ug
19,5 pg

27,5 mg
4,2 (6)
195 (650)
2,6 (100)
12,5
0,37
0,35

0,6

3,5 (6)
75

0,75

1,3
0,008



Ejemplo 5

Energia total

Proteinas totales (25% de la energia)
Proteina de suero de leche
L-glutamina

L-arginina

Carbohidratos (40% de la energia)
Jarabe de maiz
Lactosa

Lipidos (35% de la energia)
Triglicéridos de cadena media
Acido linoleico

Acido a-linolénico

Acidos grasos

Relaciéon n6/n3

Minerales
Sodio
Cloruro
Potasio
Calcio
Fésforo
Magnesio
Hierro
Cinc
Cobre
Yodo
Selenio
Manganeso
Cromo
Molibdeno

Vitaminas

Vitamina C

Vitamina E mg o-ET (Ul)

Vitamina A ug ER (UI)

Vitamina D pg (Ul)

Vitamina K ug

Tiamina mononitrato (vitamina B1) mg
Riboflavina (vitamina B2) mg
Piridoxina (vitamina Bs) mg

Niacina mg (mg EN)

Acido félico ug

Vitamina B12 (cianocobalamina) mg
Acido pantoténico mg

Biotina mg
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75 g de polvo + 180 ml de agua
= volumen final de 230 ml

350 kcal

21,89

759

6,89

759

353 ¢
0,06 g

13,79
6,89
239
420 mg
705 mg
3,50

0,18g
173 mg
390 mg
225 mg
180 mg
36 mg
4,2 mg
3,3 mg
0,38 mg
45 g
15 pg
0,83 mg
24 g
29 pg

42 mg
6,2 (9,3)
290 (970)
3,8 (150)
19

0,55
0,52

0,9

5,3 (9)
110

1,1

1,9
0,012

25

50 g de polvo + 120 ml de agua
= volumen final de 150 ml

230 kcal

145¢g

59

45¢g

59

235g
0,04 g

9,19
4649
1,79
315 mg
470 mg

0,12g
115 mg
260 mg
150 mg
120 mg
24 mg
2,8 mg
2,2mg
0,26 mg
30 ug
10 pg
0,55 mg
15,5 ug
19,5 pg

27,5 mg
4,2 (6)
195 (650)
2,6 (100)
12,5
0,37

0,35



Ejemplo 6

Energia total

Proteinas totales (25% de la energia)
Proteina de suero de leche
L-glutamina

L-arginina

L-leucina

Carbohidratos (40% de la energia)
Jarabe de maiz
Lactosa

Lipidos (35% de la energia)
Triglicéridos de cadena media
Acido linoleico

Acido a-linolénico

Acidos grasos

Relaciéon n6/n3

Minerales
Sodio
Cloruro
Potasio
Calcio
Fésforo
Magnesio
Hierro
Cinc
Cobre
Yodo
Selenio
Manganeso
Cromo
Molibdeno

Vitaminas

Vitamina C

Vitamina E mg o-ET (Ul)

Vitamina A ug ER (UI)

Vitamina D pg (Ul)

Vitamina K ug

Tiamina mononitrato (vitamina B4) mg
Riboflavina (vitamina B2) mg
Piridoxina (vitamina Bs) mg

Niacina mg (mg EN)

Acido félico ug

Vitamina B12 (cianocobalamina) mg
Acido pantoténico mg

Biotina mg
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75 g de polvo + 180 ml de agua
= volumen final de 230 ml

350 kcal

21,89

759

5849

559

3,049

353 ¢
0,06 g

13,79
6,89
239
420 mg
705 mg
3,50

0,18g
173 mg
390 mg
225 mg
180 mg
36 mg
4,2 mg
3,3 mg
0,38 mg
45 g
15 pg
0,83 mg
24 g
29 pg

42 mg
6,2 (9,3)
290 (970)
3,8 (150)
19

0,55
0,52

0,9

5,3 (9)
110

1,1

1,9
0,012

26

50 g de polvo + 120 ml de agua
= volumen final de 150 ml

230 kcal

145¢g

59

399

3,79

209

235g
0,04 g

9,19
4649
1,79
315 mg
470 mg

0,12g
115 mg
260 mg
150 mg
120 mg
24 mg
2,8 mg
2,2mg
0,26 mg
30 ug
10 pg
0,55 mg
15,5 ug
19,5 pg

27,5 mg
4,2 (6)
195 (650)
2,6 (100)
12,5
0,37

0,35

0,6

3,5 (6)



Ejemplo 7

Energia total

Proteinas totales (25% de la energia)
Proteina de suero de leche
L-glutamina

L-arginina

L-leucina

Carbohidratos (40% de la energia)
Jarabe de maiz
Lactosa

Lipidos (35% de la energia)
Triglicéridos de cadena media
Acido linoleico

Acido a-linolénico

Acidos grasos

Relaciéon n6/n3

Minerales
Sodio
Cloruro
Potasio
Calcio
Fésforo
Magnesio
Hierro
Cinc
Cobre
Yodo
Selenio
Manganeso
Cromo
Molibdeno

Vitaminas

Vitamina C

Vitamina E mg o-ET (Ul)

Vitamina A ug ER (UI)

Vitamina D pg (Ul)

Vitamina K ug

Tiamina mononitrato (vitamina B4) mg
Riboflavina (vitamina B2) mg
Piridoxina (vitamina Bs) mg

Niacina mg (mg EN)

Acido félico ug

Vitamina B12 (cianocobalamina) mg
Acido pantoténico mg

Biotina mg

Probisticos
Lactobacilos/bifidobacterias

ES 2556 765 T3

75 g de polvo + 180 ml de agua
= volumen final de 230 ml

350 kcal

21,89

759

5849

559

3,049

353 ¢
0,06 g

13,79
6,89
239
420 mg
705 mg
3,50

0,18g
173 mg
390 mg
225 mg
180 mg
36 mg
4,2 mg
3,3 mg
0,38 mg
45 g
15 pg
0,83 mg
24 g
29 pg

42 mg
6,2 (9,3)
290 (970)
3,8 (150)
19

0,55
0,52

0,9

5,3 (9)
110

1,1

1,9
0,012

10° UFC

27

50 g de polvo + 120 ml de agua
= volumen final de 150 ml

230 kcal

145¢g

59

399

3,79

209

235g
0,04 g

9,19
4649
1,79
315 mg
470 mg

0,12g
115 mg
260 mg
150 mg
120 mg
24 mg
2,8 mg
2,2mg
0,26 mg
30 ug
10 pg
0,55 mg
15,5 ug
19,5 pg

27,5 mg
4,2 (6)
195 (650)
2,6 (100)
12,5
0,37

0,35

0,6

3,5 (6)
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Ejemplo 8

Energia total

Proteinas totales (25% de la energia)
Proteina de suero de leche
L-glutamina

L-arginina

L-leucina

Carbohidratos (40% de la energia)
Jarabe de maiz
Lactosa

Lipidos (35% de la energia)
Triglicéridos de cadena media
Acido linoleico

Acido a-linolénico

Acidos grasos

Relaciéon n6/n3

Minerales
Sodio
Cloruro
Potasio
Calcio
Fésforo
Magnesio
Hierro
Cinc
Cobre
Yodo
Selenio
Manganeso
Cromo
Molibdeno

Vitaminas

Vitamina C

Vitamina E mg o-ET (Ul)

Vitamina A ug ER (UI)

Vitamina D pg (Ul)

Vitamina K ug

Tiamina mononitrato (vitamina B4) mg
Riboflavina (vitamina B2) mg
Piridoxina (vitamina Bs) mg

Niacina mg (mg EN)

Acido félico ug

Vitamina B12 (cianocobalamina) mg
Acido pantoténico mg

Biotina mg

Probisticos
Lactobacilos/bifidobacterias

Nucleétidos
ARN/ADN

Ejemplos de pruebas clinicas de intervencion nutricional para prevenir y/o moderar la paralisis de la médula 6sea y

ES 2556 765 T3

75 g de polvo + 180 ml de agua
= volumen final de 230 ml

350 kcal

21,89

759

5849

559

3,09

353 ¢
0,06 g

13,79
6,89
239
420 mg
705 mg
3,50

0,18g
173 mg
390 mg
225 mg
180 mg
36 mg
4,2 mg
3,3 mg
0,38 mg
45 g
15 pg
0,83 mg
24 g
29 pg

42 mg
6,2 (9,3)
290 (970)
3,8 (150)
19

0,55
0,52

0,9

5,3 (9)
110

1,1

1,9
0,012

10° UFC

1,59

en particular la neutropenia inducida por el tratamiento anticancer.

La neutropenia febril y la infeccion es una complicacién frecuente en pacientes tratados por tumores malignos. La
prevencion de la neutropenia, de la neutropenia febril y de las infecciones mejora la calidad de vida, el cumplimiento
del protocolo de tratamiento, la respuesta tumoral al tratamiento, el periodo de tiempo de recurrencia sin tratamiento
y de supervivencia global, con ausencia de otros efectos adversos. La aplicacion de la dosis planeada en el tiempo
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50 g de polvo + 120 ml de agua
= volumen final de 150 ml
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previsto debe mejorar la respuesta tumoral al tratamiento y la supervivencia; en cambio no es deseable rebajar la
dosis o prolongar el tiempo.

Efecto mielosupresor de los farmacos citotéxicos durante el tratamiento de la enfermedad de Hodgkin

Tratamiento con factores de crecimiento y prevencion secundaria con asistencia inmunonutricional. Profilaxis
secundaria.

Informe de caso clinico

Un paciente de 26 afios de edad es diagnosticado de enfermedad de Hodgkin (EH) en su variante de celularidad
mixta tras dos meses de fiebre recurrente y pérdida de peso. Durante el primer examen clinico se descubren dos
adenopatias cervicales y el diagndstico histolégico de las biopsias es la variante de celularidad mixta de la EH. Por
examen de rayos X y escaner se observan miultiples adenopatias mediastinicas. Por imagen no se pudo detectar
ninguna afectacion subdiafragmatica. El paciente se trata segun un protocolo de quimioterapia estandar que incluye
adriamicina, bleomicina, vinblastina, dacarbazina (ABVD). A los 15 dias del inicio del tratamiento el paciente tenia
fiebre, un recuento bajo de glébulos blancos y una neutropenia importante (800 /ul). El paciente se tratd con una
combinacion de antibidticos y factor estimulante de colonias de granulocitos. 4 semanas mas tarde el paciente fue a
someterse al siguiente ciclo de quimioterapia y la formula leucocitaria estaba dentro de los limites normales, con
5500 granulocitos//pl. Una semana antes del tratamiento el paciente recibe un suplemento diario oral que contiene
por litro: 12,5 g de arginina, 3,3 g de acidos grasos n-3 y 1,2 g de ARN. Se recomienda al paciente que afiada un
litro del producto a su dieta normal.

El suplemento nutricional atenda la neutropenia inducida por la quimioterapia y el paciente tiene menor o ninguna
necesidad de ser tratado con factor estimulante de colonias de granulocitos. La misma intervencién nutricional se
repite antes de los siguientes ciclos de quimioterapia y solo se observan respuestas neutropénicas leves que no
requieren tratamientos adicionales con factores de crecimiento o aplazar el tratamiento.

Efectos toxicos en el sistema gastrointestinal y en la médula 6sea de los farmacos citotoxicos contra los tumores
solidos. Prevencion primaria con ayuda inmunonutricional. Estudios experimentales

A unos ratones (20 por grupo) que tienen tumores DLD-1 de colon humano se les inyecta por via intraperitoneal (la
implantacién es el dia 1 en el grafico del ensayo) 5-fluorouracilo (50 mg/kg) los dias 17, 24 y 31 tras los implantes
celulares. Al dia 10 tras la implantacion tumoral los animales empiezan a recibir una ayuda nutricional que consta de
una dieta completa controlada y suplementada con arginina, acidos grasos n-3 y nucleétidos. Un grupo de animales
de control sometidos a un protocolo similar reciben una dieta completa controlada exenta de arginina libre, acidos
grasos n-3 ni nucledtidos. Se controld diariamente la supervivencia y el peso corporal. A los dias 20 y 33 se extrajo
sangre para realizar hemograma completo y recuento diferencial de glébulos blancos. El peso del tumor se valoro el
dia 35, al final del ensayo.

La supervivencia de los animales es del 75% en el grupo tratado con la dieta de ensayo y del 66% en el grupo
tratado con la dieta de control. Se interpreta que la muerte de los animales no es debida al crecimiento del tumor,
sino a la toxicidad del farmaco. De hecho el peso del tumor no aumenta durante el estudio, sino que disminuye, y
hay una tendencia a encontrar restos mas pequefios de masas tumorales en los animales que consumen la dieta de
ensayo suplementada con los inmunonutrientes (-25% frente a -18% respecto al peso del tumor justo antes de iniciar
la quimioterapia). Las diferencias no alcanzan significacion estadistica.

Los componentes de la sangre periférica se miden el dia 20 y 33. Al dia 20 hay una caida del recuento de neutrdfilos
que llega al 50% de los valores promedio registrados el dia 16 (un dia antes del tratamiento antitumoral) en el grupo
de control y al 28% en los animales que reciben la dieta de ensayo suplementada con los inmunonutrientes. Los
cambios en el numero de trombocitos no son diferentes entre los dos grupos y llegan al 20%.

La histopatologia intestinal presenta cambios moderados en los animales en el momento del sacrificio, incluyendo
acortamiento fusion de vellosidades, menor actividad mitética en las criptas y mayor infiltracién inflamatoria en la
lamina propia. En el grupo que recibio la dieta de ensayo el dafio intestinal fue mas leve.

Efectos toxicos en el sistema gastrointestinal y en la médula 6sea de los farmacos citotdxicos contra el cancer
experimental de cabeza y cuello. Prevencion primaria con ayuda inmunonutricional

Se cogen ratones macho CB6F1-Tg rasH2@Jcl (Tg) de 8 semanas de edad y se mantienen en jaulas de plastico,
todos ellos con acceso a una dieta basica en polvo de CRF (Charles River Formula)-1. En este estudio se usa un
compuesto cancerigeno, 4-nitroquinolina 1-oxido, para provocar tumores en la lengua y en el eséfago.

El 100% de los ratones desarrollé tumores (incluso varios) en la lengua y el 60% desarrollé tumores en el eséfago.
En las zonas que no muestran macroscépicamente lesiones tumorales se observan varias lesiones displasicas.

Los animales con tumores en la lengua y en el eséfago se retienen para el resto del ensayo.

Empiezan el tratamiento con una combinacion de cisplatino, paclitaxel y doxorrubicina. Los animales se dividieron
aleatoriamente en dos grupos 7 dias antes del primer ciclo de tratamiento quimioterapéutico: uno que recibe una
dieta suplementada con arginina, acidos grasos n-3 y nucleétidos, mientras que un grupo de control es alimentado
con una dieta isocaldrica e isonitrogenada exenta de arginina libre, acidos grasos n-3 y nucleotidos. Se realizaron 3
ciclos separados 2 semanas entre cada uno. Las suplementaciones nutricionales prosiguen a lo largo del estudio
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hasta el dia 55 en que los animales son sacrificados. Se estudiaron las células de la sangre periférica 10 dias
después del primer y segundo ciclo y antes del sacrificio. Los recuentos de neutréfilos dan el 43% de los valores
promedio registrados el dia antes de empezar la quimioterapia en el grupo de control y el 70% en los animales que
reciben la dieta de ensayo suplementada con los inmunonutrientes. No se observan diferencias de regresion tumoral
entre los dos grupos dietéticos. En ambos se mide una reduccion de masa tumoral. El estudio histolégico de las
lesiones tumorales restantes y de las lesiones displasicas muestra una actividad mitética similar de las células que
pasan por el ciclo celular (indice de marcaje con PCNA),

Tratamiento de los efectos toxicos causados tanto por la terapia del cancer como por el tumor en la médula dsea y
en los compartimentos inmunitarios

El mantenimiento de la inmunocompetencia durante el tratamiento del cancer aumenta la capacidad corporal para
identificar y destruir células cancerosas en el cuerpo. Como resultado, cualquier ataque a los compartimentos que
intervienen en la maduracion o en el mantenimiento del sistema inmunitario aumenta el peligro de progresion del
cancer. El tratamiento con productos quimicos o radiologia esta disefiado para destruir células cancerosas y alguno
de ellos es muy efectivo para reducir la velocidad de crecimiento de los tumores (figura 8).

Figura 8. Efecto antitumoral del oxaliplatino en un modelo murino implantado con tumor
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La desaceleracion del crecimiento del tumor, o incluso la reduccion de su tamafio, mediante el empleo agresivo de
quimio- y/o radioterapias es parte de la estrategia neoadyuvante previa a la intervencioén quirdrgica. Sin embargo las
terapias anticancer afectan de modo igualmente negativo a otras células de division rapida que produce por ejemplo
la médula dsea y que sirven para destruir células cancerosas.

Como la médula 6sea es el lugar donde se forman las células sanguineas, la toxicidad (por cualquier razén) causa
una deficiencia de glébulos. Un resultado de este efecto toxico en la médula 6sea puede ser una infeccion que
amenace la vida, porque el cuerpo no pueda producir leucocitos como respuesta a las bacterias y virus invasores.
Ademas la toxicidad produce anemia por el bajo nimero de gldbulos rojos e incluso hemorragias graves causadas
por una carencia de plaquetas.

Tal como se ha descrito anteriormente, las células cancerosas dafiadas por el tratamiento neoadyuvante pueden
expresar componentes reconocidos por el sistema inmunitario, pero el cuerpo solo puede organizar una defensa
cuando el sistema inmunitario no esta tan seriamente menguado por la propia terapia anticancer. Por consiguiente
hay que mantener la inmunocompetencia, reduciendo la toxicidad sobre la médula 6sea, para aumentar la eficacia
del tratamiento. El “intervalo de oportunidad” para que el sistema inmunitario recupere el control de las células
transformadas y suprima las células tumorales restantes se presenta en los dias siguientes a la quimioterapia. Para
aprovechar este periodo de mayor expresion antigénica o inmunogénica, la presente invencion describe métodos
(nutricionales y otros) que pueden potenciar la respuesta inmunolégica innata y la respuesta inmunolégica anti-
tumoral. El uso selectivo de la nutricion (pero también de compuestos farmacéuticos) para acondicionar el sistema
inmunitario antes, durante y después de los ciclos de tratamiento quimio- y radioterapéutico puede corregir los
efectos de la toxicidad inmunitaria aguda inducida por estas terapias del cancer.

Nuestros datos demuestran que la terapia del cancer crea un ataque inicial a la médula 6sea y por lo tanto también a
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la produccion de células sanguineas e inmunitarias. Este ataque o efecto toxico de la terapia del cancer empieza
inmediatamente después de la administracion de un agente quimioterapéutico y se prolonga durante varios dias.
Nuestros datos demuestran que el propio tumor también suprime la actividad de la médula ésea, como evidencian
los bajos recuentos de células sanguineas. Las figuras 9 y 10 demuestran que la toxicidad tiene un rapido arranque
y luego disminuye de manera continua durante una semana aproximadamente. Sin embargo una semana después
de la administracion de la terapia del cancer el cuerpo empieza a recuperarse, tal como demuestran las mejoras en
las mediciones de células sanguineas. En este momento el tumor ya no crece, pero aun es viable. Tiene lugar la
segunda fase de la toxicidad originada por el tumor en la médula 6sea y de nuevo se observa un descenso en las
mediciones de células sanguineas.

Figura 9. Efecto de la doxorrubicina sobre los productos de la médula 6sea en animales implantados con tumor y en
los controles
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Figura 10. Efecto del oxaliplatino sobre los productos de la médula 6sea en animales implantados con tumor y en los
controles
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La terapia tradicional del cancer incluye varias administraciones de quimio-, radio- y/o inmunoterapia. La estrategia
neoadyuvante sirve para aplicar menores dosis de quimio- o radioterapia en un intento de reducir la velocidad de
crecimiento o el tamafo del tumor antes de la intervencion principal (p.ej. cirugia o regimenes de quimioterapia mas
agresivos). Sin embargo los oncoélogos retrasaran estas intervenciones principales cuando los recuentos de células
sanguineas del paciente (p.ej. hematocrito, plaquetas, células inmunitarias) sean demasiado bajos, lo cual pondria al
sujeto en mayor riesgo de sufrir infecciones, hemorragias e incluso dificultades respiratorias. Las nuevas estrategias
de intervencién aqui descritas buscan y abordan una solucién a estos problemas.

Nuestros datos ilustran la toxicidad en dos fases. Primero, la toxicidad causada por la terapia del cancer. Segundo,
la toxicidad inducida por el propio tumor. Por lo tanto se propone un método de dos fases para tratar y/o prevenir la
toxicidad en la médula 6sea causada por la terapia del cancer y el tumor.

Es de esperar que las intervenciones nutricionales que incluyen combinaciones de compuestos con actividad
estimulante de las células inmunitarias beneficien al sujeto 1) evitando el efecto téxico grave sobre la médula 6sea
en la primera fase y 2) aumentando la respuesta inmunoldgica durante la fase tdxica inducida por el tumor.

Ejemplo: de acuerdo con nuestros datos y en consonancia con la hipotesis anteriormente descrita, la administracion
de lactoferrina (compuesto 5) dio como resultado una menor toxicidad en el grupo tratado con quimioterapia (figura
11), en comparacion con el control.

Figura 11. Efecto de la intervencion inmunonutricional en las células inmunitarias de animales con carga tumoral
sometidos 0 no a quimioterapia

31



10

15

20

25

ES 2556 765 T3

i
e,

-~ dieta 1
~= (ieta 1+ oxaliplatino
o ~g~ dieta 2
% arginina | ., dieta 2+ oxaliplatino
=@ dieta 3
AHCC -4~ dieta 3+ oxaliplatino
i v e dieta 4
5-nucledtidos  __ yieta 4+ oxaliplatino
g dieta 5
-z dieta 5+ oxaliplatino

normal

% inicial de glébulos blancos

lactoferrina |

gy

E e LS

dias tras la quimioterapia

El grupo tratado con lactoferrina experimentd un incremento de su poblacidon de células inmunitarias durante la
segunda fase. Ademas hubo un aumento de concentracion de células inmunitarias descrito para ambas dietas de
nucledtidos (dieta 4) y también para la arginina (dieta 2) durante la segunda fase. Por consiguiente se cree que la
administracion oral de una combinacién que incluya estos compuestos reducira la supresion en la médula 6sea
asociada a ambas fases de la toxicidad en dos fases. La evidencia apoya nuestra hipétesis de que la administracion
de compuestos nutricionales especificos puede reducir la toxicidad sobre la médula ésea y por lo tanto mejorar el
cumplimiento del protocolo de tratamiento por parte del paciente, asi como su calidad de vida, y disminuir el riesgo
de comorbilidad.

Terapia neoadyuvante

Los siguientes ejemplos de la presente invencién estan basados en el empleo de soporte nutricional a la terapia del
cancer, que puede incluir sin limitacion una terapia neoadyuvante del cancer. La terapia neoadyuvante es un método
emergente de tratar canceres digestivos tales como los tumores de esé6fago y de recto, asi como los canceres de
cabeza y cuello, y otros canceres. La terapia neoadyuvante es un tratamiento previo con radioterapia, quimioterapia,
terapia hormonal o combinaciones de ellas, antes de la terapia principal, que consiste en cirugia o en quimio- o
radioterapia mas agresiva. La idea de dicho tratamiento previo al tratamiento principal es mejorar las posibilidades
terapéuticas. Los beneficios que ofrece la terapia neoadyuvante del cancer, asi como el soporte nutricional incluyen
sin limitarse a ellos: menor tamafio tumoral, mejor posibilidad de reseccion total del tumor (intervencion quirargica),
disminucién del riesgo de siembra del tumor durante la operacion, prevencion de recurrencias locales o sistémicas y
mejor resultado global del paciente. Asimismo se cree que este método disminuira las toxicidades agudas y crénicas
de los tratamientos, la morbilidad operatoria y perioperatoria, y mejorara la calidad de vida del paciente.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién inmunonutricional que comprende:

al menos un agente reforzante de la inmunidad y un soporte farmacéuticamente aceptable, donde dicho agente
reforzante de la inmunidad incluye arginina, para prevenir o reducir transitoriamente el efecto toxico en la médula
6sea provocado por el tratamiento anticancer, de manera que dicha composicién inmunonutricional se usa como
parte de un tratamiento neoadyuvante y se administra por via enteral.

2. Composicion inmunonutricional para utilizar segun la reivindicacion 1, que ademas comprende acidos grasos n-3
y ARN.

3. Composicion inmunonutricional para utilizar segun la reivindicacion 1, en la cual al menos dicho agente reforzante
de la inmunidad es capaz de optimizar y aumentar los efectos inmunocompetentes de dicha médula ésea debilitada
por dicho tratamiento anticancer, o en la cual al menos dicho agente reforzante de la inmunidad es capaz de
optimizar los efectos y aumentar la actividad de dicha médula dsea debilitada por dicho tratamiento anticancer para
producir células inmunitarias y otras células hematopoyéticas.

4. Composicién inmunonutricional para utilizar segun la reivindicacion 1, en la cual al menos dicho agente reforzante
de la inmunidad es capaz de prevenir transitoriamente la paralizacion de la médula 6sea inducida por dicho
tratamiento anticancer, o en la cual al menos dicho agente reforzante de la inmunidad es capaz de prevenir
transitoriamente la neutropenia inducida por dicho tratamiento anticancer.

5. Composicion inmunonutricional para utilizar segun la reivindicacion 1, en que el efecto tdxico sobre la médula
Osea es paralizacion de la médula 6sea o neutropenia, o paralizacion de la médula ésea y neutropenia.

6. Composicidon inmunonutricional para utilizar segun la reivindicacion 1, en que el efecto toxico sobre la médula
6sea comprende ademas neutropenia.

7. Composicion inmunonutricional para utilizar segun la reivindicacion 1, en que el efecto tdxico sobre la médula
Osea provoca que ésta sufra apoptosis, necrosis u otro dafio celular inducido por el tratamiento anticancer y de modo
opcional que la composicion inmunonutricional induzca la inmunogenicidad de una célula tumoral.

8. Composicidon inmunonutricional para utilizar segun la reivindicacion 1, que induce la inmunogenicidad de una
célula tumoral.

9. Composicion inmunonutricional para utilizar segun la reivindicacion 1, que se administra a un sujeto entre diez y
tres dias antes de un ciclo de terapia anticancer, hasta unos diez a siete dias después de un tratamiento agresivo, el
cual puede consistir opcionalmente en cirugia, tratamientos hormonales, tratamientos radioterapéuticos o
tratamientos quimioterapéuticos.

10. Composicidon inmunonutricional para utilizar segun la reivindicacién 9, que previene la siembra de células
cancerosas durante y después de la cirugia.

11. Composiciéon inmunonutricional para utilizar segun la reivindicacion 1, que consiste en una alimentacion para
sonda, un gel o una nutricion completa.

33



e
=

cp.m. (x10%)

=

ES 2556 765 T3

FIGURA 1
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