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DESCRIPCION
Transferrina para su uso en el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades autoinmunes
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se define en las reivindicaciones 1-10 y se refiere al campo de composiciones
farmacéuticas que contienen transferrina, Utiles en el tratamiento y/o profilaxis de enfermedades autoinmunes.

Estado de la técnica

[0002] Las enfermedades autoinmunes constituyen un grupo de enfermedades causadas por una deficiencia del
sistema inmune que provoca su reaccion contra los propios tejidos del organismo.

[0003] La modificacion de los mecanismos de reconocimiento de células que normalmente permiten que el
organismo distinga entre “propios” y “ajenos”, es decir, entre elementos que pertenecen al cuerpo y elementos que
son extrafios, da lugar a la produccion de anticuerpos que pueden dirigirse a 6rganos en solitario (enfermedades
especificas de 6rganos) o desencadenar trastornos sistémicos, dafiando las funciones del individuo en conjunto.

[0004] Brevemente, los linfocitos T colaboradores, que constituyen un componente esencial de la respuesta inmune,
pueden dividirse en dos tipos sobre la base de la combinacién de citoquinas secretadas como respuesta a la
estimulacion antigénica. Los clones de linfocitos T colaboradores tipo | (Thl) secretan interleuquina 2 (IL2),
interferon-gamma (IFNy) y linfotoxina, mientras que los clones de linfocitos T colaboradores tipo 2 (Th2) expresan
interleuquinas 4, 5y 6 (IL4, IL5, IL6). Las diferencias en el patron de secrecion de citoquina de Thly Th2 dan lugar a
funciones celulares muy diferenciadas. Thl y Th2 producen citoquinas que son capaces de inhibirse mutuamente
entre si: El IFNy producido por Thl inhibe la proliferacion de clones Th2 in vitro, mientras que la citoquina
denominada CSIF (factor de inhibicién de sintesis de citoquina) puede inhibir la proliferacion de clones Thl. Estos
efectos de mutua inhibicién pueden ser importantes en una respuesta inmune temprana.

[0005] El predominio de una respuesta Th2 es tipico de estados de tolerancia inmune (p.ej., embarazo fisiolégico y
tolerancia de trasplantes), mientras que un aumento de la respuesta Thl es caracteristico de estados de intolerancia
inmunoldgica.

[0006] En particular, la activacion de linfocitos Thl es una caracteristica del desarrollo de enfermedades
autoinmunes especificas de varios 6rganos (p.ej., artritis reumatoide, esclerosis miltiple, diabetes mellitus tipo I,
tiroiditis y enfermedad de Crohn).

[0007] La capacidad de las citoquinas de tipo 1 (Tcl) de estimular células efectoras de la respuesta inmune indica
que su produccion en exceso, asociada a una reduccién de citoquinas de tipo 2 (Tc2), pueda ser una de las
principales causas relacionadas con la patogénesis de enfermedades autoinmunes. En particular, segun las pruebas
de experimentos clinicos, se ha demostrado una mayor produccién de citoquinas de tipo 1 en diabetes mellitus tipo
1, esclerosis mudiltiple, tiroiditis de Hashimoto (Parish NM 1995), enfermedades autoinmunes del higado y artritis
reumatoide.

[0008] Teniendo todo esto en cuenta, se puede deducir faciimente que uno de los objetivos de la inmunologia es
lograr regular el equilibrio Th1/Th2-Tc1/Tc2 para controlar el inicio y progresion de las enfermedades mencionadas.
Esto significa que los farmacos con capacidad para modular la produccién de citoquinas como para inhibir la
respuesta de citoquina de tipo 1 y estimular la respuesta de la de tipo 2 puedan tener cualidades
inmunofarmacoldgicas que pudieran hacerlos idéneos para el tratamiento de las enfermedades mencionadas. Es
decir, el bloqueo de citoquinas Thl y/o la induccion de una respuesta Th2 podrian tener un papel protector en tales
casos.

[0009] Actualmente, es posible perseguir este objetivo mediante la administracién de citoquinas recombinantes,
antagonistas de citoquina o cortisona, sin embargo, la administracion de estas moléculas suele ir acompafiada de
efectos toxicos para diversos sistemas del organismo.

[0010] La transferrina humana forma parte de una gran familia de glucoproteinas que constituyen importantes
componentes del sistema inmune innato, que se encuentran en diversos fluidos de secrecién, como el suero o la
leche materna.

[0011] La transferrina humana (Tf) consiste en una cadena simple de polipéptidos con 670-690 restos de
aminoéacidos y un peso molecular de aproximadamente 80 kDa. La transferrina se une a dos iones Fe** con una alta
afinidad (Kg = 10-20 M) junto con dos aniones asociados sinérgicamente. Esto significa que en el plasma coexisten
cuatro isoformas de transferrina diferentes, que difieren en cuanto al contenido en hierro; mediante técnicas de
electroforesis, es posible separar y aislar estas formas en:
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1) Apotransferrina (APOTT, sin iones de hierro)

2) transferrina monoférrica (con hierro en el dominio C-terminal)
3) transferrina monoférrica (con hierro en el dominio N-terminal)
4) transferrina diférrica (con hierro en los dos sitios de unién)

[0012] En condiciones fisiologicas, un 30 % de la transferrina en plasma esta saturada con iones de hierro.

[0013] Existen diversas aplicaciones médicas conocidas para preparaciones farmacéuticas que contienen Tf
humana para el tratamiento de diversas enfermedades.

[0014] Tf puede disolver la unién de insulina con su receptor en células de mamifero, de manera que se ha utilizado
para tratar hipoglucemia para inhibir la produccién de insulina y reducir los niveles de insulina en suero en
mamiferos (Vargas L.A. et al., patente estadounidense US 6.069.193).

[0015] Se ha utilizado la aplicacion local de apotransferrina (APOTf) como un potente inhibidor de la adhesién
bacteriana en implantes médicos y para reducir las infecciones asociadas con el implante (Ardehali R. et al., patente
estadounidense US 6.126.955).

[0016] Se han utilizado preparaciones farmacéuticas de Tf como adyuvantes con antibiéticos para tratar infecciones
bacterianas de biopeliculas en implantes prostéticos (Kedrion S.p.A., patente internacional W02008/142102).

[0017] Se ha utilizado APOTTf para reducir la alta cantidad de hierro libre en el suero de pacientes con enfermedades
neoplasicas malignas (p.ej., leucemia) o pacientes que estan recibiendo tratamientos citotdxicos contra el cancer (las
altas concentraciones de hierro no unido a Tf, NTBI, causan dafios tisulares graves en dichos pacientes) (Parkkinen
J. et al., patente estadounidense US 6.326.473 B1).

[0018] Se ha utilizado Tf también para combatir los efectos perjudiciales de sustancias citotoxicas, sustancias
antiinflamatorias, en particular antibidticos agresivos y agentes antineoplésicos (Pierpaoli W., patente
estadounidense US 6.328.966 B1).

[0019] Finalmente, se ha propuesto el uso de Tf en solitario 0 en combinacién con eritropoyetina para el tratamiento
de anemia y, en particular, la anemia asociada con infecciones crénicas, estados inflamatorios graves o céncer
(Thomas L., patente estadounidense US 2003/0229012 A1l).

[0020] En los dltimos afios, diversos estudios han demostrado que Tf también posee propiedades
inmunomoduladoras.

[0021] Los experimentos realizados de cultivos de linfocitos mixtos, inducidos para proliferar como respuesta a la
estimulacion con aloantigenos, han demostrado que Tf y glucanos derivados de Tf influyen en la proliferacion de
estas células (Lesnikova M, et al. J Hematother Stem Cell Res 2000, 9(3):381-92). A través del analisis de las
variaciones del patron de citoquinas producidas como respuesta a la estimulacién con Tf, se ha demostrado que
esta proteina y sus derivados, glucano en particular, inducen una regulacion a la alza de interleuquina-10 (IL-10) y
una regulacion a la baja de interleuquina 1 beta (IL-18), TNF-q, IL-2 y IL-12. Esto ha llevado a deducir que Tf puede
ser activo para establecer una tolerancia inmune en receptores de trasplante alogénico; de hecho, se han utilizado
preparaciones farmacéuticas que contienen agrupaciones de transferrina humana en combinacién con trasplantes
de células o tejidos extrafios en mamiferos para inducir un estado de tolerancia inmune suficiente como para reducir
al minimo los riesgos de la llamada enfermedad injerto contra huésped (GvHD) (Pierpaoli W., patente
estadounidense US 6.255.278 B1).

[0022] Por lo tanto, existe una evidente necesidad de proporcionar una alternativa valida a los tratamientos
inmunosupresores utilizados actualmente en individuos con sistemas inmunes hiperactivados, es decir, en pacientes
gue padecen enfermedades autoinmunes como diabetes mellitus tipo 1, esclerosis mudltiple, artritis reumatoide,
enfermedades inflamatorias intestinales y hepatitis autoinmune. Otro problema sin resolver en relacidon con estas
enfermedades concierne a la escasez de farmacos eficaces para su prevencién, que puedan al menos retrasar su
inicio.

Definicion y abreviaturas
[0023]

APOTTf: apotransferrina

CmE: células mononucleares esplénicas
ConA: Concanavalina A

TNF-a: factor alfa de necrosis tumoral

LPS: lipopolisacérido

PBS: solucion salina tamponada con fosfato
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DNB: dinitrobenceno
PLP: proteina proteolipidica
Tf: transferrina

Sumario de la invencién

[0024] La presente invencion se refiere al uso de APOTf para el tratamiento y/o prevencion de enfermedades
caracterizadas por una hiperactivacion del sistema inmune (un estado tipico de las enfermedades autoinmunes). Se
ha descubierto y demostrado que la administracion de APOTf es eficaz para inducir la transicion desde un perfil
inmunolégico de linfocitos T colaboradores 1, caracteristico de pacientes con cuadros de hiperactivacién inmune, a
un perfil inmunolégico de linfocitos T colaboradores 2, tipico de estados de tolerancia inmune.

[0025] El objeto de la presente invencién consiste por consiguiente en composiciones farmacéuticas que contienen
APOTf para su uso en la prevencion (o retraso del inicio) y tratamiento de enfermedades autoinmunes. Sobre la
base de los datos obtenidos, la molécula tiene una sorprendente capacidad para modificar favorablemente el perfil
de respuesta inmune tanto in vitro como in vivo. En consecuencia, es viable el uso de APOTf para la preparacion de
composiciones farmacéuticas para su uso en el tratamiento, prevencion y/o retraso del inicio de enfermedades
autoinmunes como diabetes mellitus tipo 1, esclerosis mudltiple, artritis reumatoide, enfermedades inflamatorias
intestinales y hepatitis autoinmune. Al caracterizarse por una buena tolerancia y disponibilidad, asi como por un
coste relativamente bajo, APOTf es en consecuencia una alternativa valida a las terapias inmunosupresoras
utilizadas actualmente.

[0026] De acuerdo con la invencion, son preferentes las administraciones diarias de APOTTf en el intervalo de 1 a 10
mg/kg de peso corporal y son incluso mas preferentes en el intervalo de 1 a 5 mg/kg de peso corporal.

Breve descripcion de las figuras
[0027]

FIG. 1: Proliferacion de CmE de ratones C57BI estimulados con ConA y tratados con APOTT;
FIG. 2: Proliferacion de CmE de ratones CBA estimulados con ConA, y tratados con APOTHf;
FIG. 3:

(a) Concentraciones de TNF-a en CmE tratadas con APOTT;
(b) Concentraciones de IL-2 en CmE tratadas con APOTHf;

FIG. 4: Concentraciones de NO (uM/ml) en CmE tratadas con APOTf;
FIG. 5:

(a) Concentraciones medias de IL-1$ en PC tratadas con APOTf;
(b) Concentraciones medias de TNF-a en PC tratadas con APOTT;

FIG. 6: (a)-(b) Puntuacion media en funcion del tiempo en encefalomielitis alérgica experimental (EAE) inducida
con PLP en ratones SJL, tratados con APOTT;

FIG. 7:

(a) Efectos de profilaxis con APOTf en la progresion de puntuacion de artritis en artritis inducida por
adyuvante en ratas Lewis;

(b) Efectos de APOTf administrado con fines terapéuticos sobre la progresion de la puntuacién de artritis en
artritis inducida por adyuvante en ratas Lewis;

(c) Efectos de profilaxis con APOTf sobre el desarrollo de edema en la pata en artritis inducida por adyuvante
en ratas Lewis;

(d) Efectos de tratamiento con APOTf en el desarrollo de edema en la pata en artritis inducida por adyuvante
en ratas Lewis;

FIG. 8:

(a) Efectos de profilaxis con APOTf en progresion de la puntuacién de artritis en artritis inducida con colageno
en ratones DBA/1j;

(b) Efectos de tratamiento con APOTf en progresién de la puntuacion de artritis en artritis inducida con
colageno en ratones DBA/1j;

(c) Efectos de profilaxis con APOTf en el desarrollo de edema de la pata en artritis inducida con colageno en
ratones DBA/1j;

(d) Efectos de tratamiento con APOTTf en el desarrollo de edema de la pata en artritis inducida con colageno
en ratones DBA/1j;
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FIG. 9:

(a) Efectos de APOTf en el peso del colon, area de necrosis y puntuacién macroscoépica en colitis inducida
por DNB;
(b) Efectos de APOTf en el peso del colon, area de necrosis y puntuacién macroscoépica en colitis inducida
por DNB;

FIG. 10:

(a): Puntuacién media histolégica en islotes pancreaticos de ratones NOD de 16 semanas de vida tratados
i.p. con APOTf a una dosis de 2,5 mg/kg/dia o con vehiculo (PBS estéril) durante 12 semanas consecutivas
seis veces a la semana;

(b) Porcentaje de incidencia de diabetes en ratones NOD de 8 a 9 semanas de vida tratados durante 12
semanas consecutivas con APOTf a dosis de 0,1 mg/kg, 1 mg/kg, 2,5 mg/kg y PBS estéril;

(c) Efectos de APOTTf en el desarrollo de diabetes inducida por transferencia de células en ratones NOD;

(d) Efecto de tratamiento profilactico con APOTTf en el desarrollo de diabetes inducida por ciclofosfamida;

(e) Efectos de tratamiento temprano con APOTTf en el desarrollo de diabetes inducida por ciclofosfamida;

(f) Incidencia de diabetes en ratas BB de 36 a 45 dias de vida tratadas durante 7 semanas consecutivas con
APOTf a una dosis de 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg y con PBS; el grafico presenta la supervivencia
acumulativa en funcion de los dias de vida;

(9) Inicio de diabetes en ratas BB de 36 a 45 dias de vida tratadas durante 7 semanas consecutivas con
APOTf a una dosis de 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg y con PBS;

(h) Variaciones de peso corporal de ratas BB de 36 a 45 dias de vida tratadas durante 7 semanas
consecutivas con APOTf a una dosis de 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg y con PBS;

FIG. 11: Valores en suero medios en hepatitis experimental inducida con ConA en ratones NMRI tratados con
APOTT.

Descripcion detallada de lainvencién
[0028] En particular, en cuanto se refiere a la enfermedad autoinmune simple antes mencionada y a los resultados

de los experimentos in vitro e in vivo notificados en el presente documento méas adelante, la administracion diaria de
APOTTf preferente consiste en:

] esclerosis multiple: posologia terapéutica de = 2,5 mg/kg peso corporal;

] artritis reumatoide: posologia profilactica y terapéutica de = 1 mg/kg peso corporal;

] enfermedad inflamatoria intestinal: posologia profilactica y terapéutica de = 5 mg/kg peso corporal;
] diabetes mellitus tipo 1: posologia terapéutica de = 1 mg/kg peso corporal;

= hepatitis autoinmune: posologia profilactica y terapéutica de = 2,5 mg/kg peso corporal.

[0029] La presente invencion se comprenderd mejor a la luz de los siguientes ejemplos de realizaciones.
Ejemplo 1: Evaluacion in vitro de actividad inmunomoduladora

[0030] Se evalud la capacidad de APOTf de modificar ciertos parametros funcionales in vitro de linfomonocitos de
distintos tipos y origenes, como por ejemplo su respuesta proliferativa a mitdgenos y la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias y nitritos.

[0031] Para la evaluacion de la proliferacion linfomonocitica, se desarroll6 un método para separar los
linfomonocitos obtenidos de bazos de ratones CBA y C57BL. Se homogeneizaron los bazos paséandolos a través de
un tamiz de malla fina y a continuacion se sometieron a centrifugacion a 350 g durante 5 minutos. Se resuspendio el
aglomerado de células resultante en RPMI con 5 % de FCS, se coloc6 en un tubo de ensayo, se cubrid con solucion
Ficoll y se centrifugd a 550g durante 18 minutos. Se recogio el anillo resultante de linfomonocitos desde el medio
Ficoll, se lavd dos veces para eliminar el Ficoll residual, se resuspendié en medio de crecimiento (una mezcla de
RPMI 1664, antibidticos y antimicéticos y 5 % de FCS) y se transfirié a placas de 96 pocillos a una concentracion de
500.000 células/pocillo. Se cultivo cada linea de células con o sin estimulacion mitogénica con ConA, 25 pg/ml, sin el
farmaco o con una de las tres concentraciones de APOTTf diferentes (6,25 ug, 125 ug, 25 ug por ml). Se prolongé el
periodo de incubaciéon 3 dias, tras lo cual se afadi6 1 pCi de timidina tritiada a las células. Se consideré la
radioactividad residual al cabo de 18 horas, establecida a partir de una contra lectura beta, como indicador de la
respuesta proliferativa.

[0032] En las Figuras 1y 2 se muestran los resultados obtenidos de diferentes grupos de experimentos, expresados
como pulsaciones por minuto (bpm).

[0033] Para evaluar la secrecién de TNF-a y IL-2, se colocaron células mononucleares esplénicas de ratones CBA,
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BALB/C y C57BL, obtenidas tal como se ha descrito, en un medio de crecimiento normal a concentraciones de 5x10°
y 1x10’ células/pocillo durante un periodo de 48 horas, con o sin estimulacién mitogénica (ConA 2,5 ug/ml) y con
transferrina o sin ella (12,5 pg/ml). Se midieron TNF-a y IL-2 utilizando ensayo ELISA. El limite de sensibilidad de
estos ensayos fue 15 pg/ml.

[0034] En las Figuras 3A y 3B se muestran los resultados obtenidos.

[0035] Para evaluar los efectos del farmaco en cuestién a la producciéon de nitritos, se colocaron células
mononucleares esplénicas de los ratones BALB/c, obtenidas tal como se ha descrito, en un medio normal a
concentraciones de 5x10° y 1x10’ células/pocillo, con estimulacién mitogénica o sin ella (ConA 25 pg/ml) y sin el
farmaco o de una a tres concentraciones diferentes de APOTf (6,25, 12,5, 25 pg/ml) durante un periodo de
incubacién de 48 horas.

[0036] Se identificaron las concentraciones de NO en los cultivos de células mononucleares esplénicas por ensayo
de colorimetria explotando la reaccion de Griess, con la que se puede determinar el cociente de nitritos en el
sobrenadante de células, con estimulacién mitogénica o sin ella (ConA 2,5 mg/ml). Para este propésito, en particular,
se afiadieron 50 ml de reactivo Griess a 50 ml del sobrenadante y, al cabo de 10 minutos, se midié la consiguiente
reaccion colorimétrica con un lector ELISA a 570 nm.

[0037] El limite de sensibilidad para este ensayo fue en torno a 0,5 mM/ml.
[0038] En la Figura 4 se muestran los resultados obtenidos.

[0039] Se analizé también la capacidad inmunomoduladora de la molécula en linfomonocitos peritoneales de ratones
CBA, BALB/C y C57BL. Brevemente, se aislaron células peritoneales de la cavidad abdominal de ratones CBA,
BALB/c, C57BL por inyeccion intraperitoneal de 1 ml de PBS, seguido de la recogida por aspiracion de toda la
cantidad de PBS, que incluia las células peritoneales, que se colocé en un tubo de ensayo y se centrifugdé a 350 g
durante 5 minutos. A continuacion, se realizé el recuento de las células y se colocaron en un medio de crecimiento
completo (RPMI 1640 [Gibco], con 200 mM de 1% L-glutamina, 10000 U/m de 1% penicilina- estreptomicina y 5 %
FCS) en placas de 24 pocillos.

[0040] Se prepararon dos grupos de cultivos de células diferentes para determinar los niveles de TNF-a:

- se colocaron células peritoneales de ratones CBA en un cultivo a una concentracion media de 1 x 10°
células/pocillo y se estimularon simultaneamente con LPS (5 pg/ml) durante 48 horas con APOTf (12,5 pyg/ml) y
sin él;

- se colocaron células peritoneales de ratones BALB/c y ratones C57BL en un cultivo a una concentracién media
de 5 x 10° células/pocillo y se incub6 durante 24 horas con LPS (5 ug/ml) y sin él'y con APOTF (12,5 pg/ml) y sin
él.

[0041] Se establecio la concentracion de TNF-a aplicando ensayo ELISA con un limite de sensibilidad de 15 pg/ml.

[0042] Para evaluar la produccion de interleuquina-1B (IL-1B), se dividieron células peritoneales de raton CBA en

dos grupos, se colocaron en cultivo a una concentracion media de 1.000.000 células/pocillo y se estimularon

simultdneamente con LPS (5 pug/ml) durante un periodo de 5 o0 24 horas, con APOTf (12,5 pg/ml) o sin él.

[0043] Se determinaron las concentraciones de IL-13 por ELISA.

[0044] En la Figura 5 se muestran los resultados obtenidos.

[0045] El andlisis de los efectos de APOTTf en los pardmetros funcionales de los linfomonocitos en cuestion demostré

gue la molécula tiene actividad inmunomoduladora biolégica pleiotropica en todos los tipos de células cuando se

utilizaron en el intervalo de concentraciones examinadas.

[0046] De hecho, APOTf es eficaz para modificar la respuesta proliferativa, la secrecion de citoquinas y la
produccién de nitrito de linfomonocitos de distintos origenes in vitro.

[0047] En particular, los datos de los que disponen los autores de la invencion sugieren que un aumento en el
namero absoluto de linfomonocitos coincidid no con un aumento paralelo de su actividad funcional, sino con una
reduccion, tal como lo demuestran los bajos niveles de TNF-a e IL-2 detectados en los cultivos considerados.

Ejemplo 2: Evaluacion de la eficacia en un modelo animal de esclerosis multiple
[0048] Se evaluaron los efectos de administrar APOTf in vivo a un modelo murino de EAE en ratones SJL,

considerados el modelo que méas se asemeja a la esclerosis multiple humana, que reproduce fielmente muchos de
sus aspectos inmunobioldgicos, clinicos e histopatolégicos.
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[0049] Brevemente, se indujo la enfermedad en ratones SJL hembra, de 6 a 7 semanas de vida, a los que se inoculd
por via subcutdnea (s.c.), después de pasar un periodo de una semana de adaptacion a las condiciones de
enjaulado, que implicé condiciones de laboratorio normales con libre acceso a alimento y agua y unas condiciones
controladas de temperatura y humedad, con anestesia, en dos sitios de drenaje de ganglios linfaticos axilares
diferentes con 75 pg/ratdn de PLP (Genemed Synthesis San Francisco, CA) disuelto en solucion salina y
emulsionado en una relacion 1:1 con adyuvante completo de Freund (FCA) que contenia 0,6 mg de cepa de
Mycobacterium tuberculosis H37RA. El dia 0 y el dia 2 tras la inmunizacion, se inocul6 también a los animales por
via intraperitoneal (i.p.) con 200 ng/raton de toxina pertussis. A continuacion, se dividieron a través de un proceso de
aleatorizacidon en grupos y se trataron i.p. con APOTf a una dosis de 0,1, 1 y 2,5 mg/kg, asi como con el
correspondiente vehiculo (PBS estéril) una vez al dia a partir del 7° dia tras la induccién y hasta el dia 30° Un
observador ignorante del tratamiento examiné diariamente a los animales, registr6 el peso y evalud sus parametros
patoldgicos clinicos de acuerdo con los siguientes criterios: 0 = sin sintomas clinicamente evidentes; 1 = cola flacida
y/o debilidad de las extremidades traseras suave; 2 = cola flacida con debilidad de las extremidades traseras
moderada; 3 = debilidad de las extremidades traseras grave y debilidad de las extremidades delanteras suave; 4 =
paralisis de las extremidades traseras con debilidad de las extremidades delanteras moderada; 5 = tetraplejia y/o
muerte del animal. Los parametros significativos para evaluar los efectos del farmaco fueron: puntuacion
acumulativa media, indice de mortalidad; tiempo de inicio de la enfermedad; duracién de la enfermedad. En la Figura
6 se muestra el curso de la enfermedad registrado en dos experimentos diferentes que se llevaron a cabo aplicando
los mismos procedimientos experimentales. El andlisis de los efectos de APOTf en los pardmetros patoldgicos
clinicos en cuestion, en particular, cuando se administré a una dosis diaria de 2,5 mg/kg a partir del 7° dia después
de inducir la enfermedad y, por tanto, de acuerdo con un régimen terapéutico, demostré que la molécula tenia la
capacidad de influir favorablemente en el curso de encefalomielitis alérgica experimental, reduciendo tanto la
puntuacion acumulativa media como la duracion de la enfermedad en los animales en cuestion. Asimismo, se tolerd
perfectamente el tratamiento, ya que no hubo ninguna diferencia significativa en las tasas de mortalidad entre los
grupos.

[0050] Por tanto, se pueden emplear preparaciones farmacéuticas con contenido en APOTf para el tratamiento de
esclerosis multiple.

Ejemplo 3: Evaluacion de la eficacia de modelos animales de artritis reumatoide

[0051] Se evaluaron los efectos de la administracion de APOTT in vivo en modelos animales de artritis reumatoide,
por ejemplo artritis inducida por adyuvante en ratas Lewis y artritis inducida por colageno tipo 2 en ratones C57BL/6.

[0052] En lo que concierne al primer caso, las alteraciones de las articulaciones microscopicas tienden a hacerse
clinicamente evidentes transcurridos 14 dias de la induccion. La gravedad de la enfermedad aumenta normalmente
en las dos primeras semanas y después disminuye gradualmente a lo largo de 1-3 semanas. La inflamacién y
deformacidn de las articulaciones puede persistir también a mas largo plazo, en particular, en relacion con el tobillo.
Este modelo de enfermedad comparte importantes caracteristicas con la artritis reumatoide humana: de hecho, AIA
es una enfermedad inflamatoria mediada inmunolégicamente por linfocitos T y macréfagos.

[0053] Brevemente, se indujo la enfermedad en ratas Lewis macho de 8 a 12 semanas de vida y con un peso
comprendido entre 170 g y 215 g, a las cuales se les inocul6 por via intradérmica (i.d.) en la base de la cola después
de pasar un periodo de adaptaciéon de una semana a las condiciones del enjaulado, que implicé unas condiciones de
laboratorio normales con libre acceso al alimento y el agua, y condiciones controladas de temperatura y humedad,
una emulsiéon que comprendié un volumen total de 100 pl con un contenido de 0,3 mg de cepa de Mycobacterium
tuberculosis H37Ra eliminada por calor y adyuvante incompleto de Freund.

[0054] A continuacion, se dividié a los animales a través de un proceso de aleatorizacién en grupos y se trataron de
acuerdo con un régimen profilactico seis veces a la semana, a partir del primer dia tras la induccion de la
enfermedad y hasta que transcurrieron 30 dias desde la induccion, con APOTf i.p. a una dosis de 1y 2,5 mg/kg, con
el correspondiente vehiculo (PBS estéril) y con dexametasona a una dosis de 0,3 mg/kg, o de acuerdo con un
régimen terapéutico adoptando el mismo disefio experimental pero a partir del 102 dia tras la induccion y hasta el dia
30° Un observador ignorante del tratamiento examiné a los animales en dias alternos y registré su peso y evalué los
pardmetros de enfermedad clinicos de acuerdo con los siguientes criterios:

0 = sin signos clinicamente evidentes de artritis;
1 = inflamacion y/o rojez en una pata o en digito;
2 = afectadas dos articulaciones;

3 = afectadas mas de dos articulaciones;

4 = artritis grave de toda la pata y los digitos.

[0055] Se calculd el indice de artritis clinica para cada animal combinando las cuatro puntuaciones de cada pata.

[0056] Se establecié la gravedad clinica cuantificando la variacion semanal en el volumen de la pata por
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pletismometria (modelo 7140; Ugo Basile). En las Figuras 7A, 7B, 7C y 7D se muestran los resultados.

[0057] A continuacion, se evalud la actividad de APOTTf en artritis inducida por colageno tipo 2. Una ventaja de este
modelo de artritis con respecto a otros modelos de artritis, como por ejemplo el inducido por adyuvante, radica en el
desarrollo de una respuesta generada por la artritis a un antigeno claramente definido (colageno tipo Il) que también
permite el estudio de fendmenos inmunolégicos inducidos por antigeno y sus modificaciones selectivas inducidas
por tratamientos farmacolégicos.

[0058] Brevemente, se indujo la enfermedad en ratones DBAJ/1 macho de 8 a 9 semanas de vida, a los que se
inoculé intradérmicamente (i.d.) en la base de la cola, después de pasar por un periodo de adaptacion de una
semana a las condiciones de enjaulado, que implicé unas condiciones de laboratorio normales con libre acceso a
alimento y agua y en condiciones controladas de temperatura y humedad, una emulsién que comprendié un volumen
de 100 pl con un contenido de 100 ug de colageno bovino de tipo Il emulsionado en adyuvante completo de Freund.
El dia 20 después de la inmunizacioén, los animales recibieron una segunda inoculacién i.d. de 100 ug de colageno
de tipo Il disueltos en PBS para un volumen total de 100 pl.

[0059] A continuacion, se dividieron en grupos a través de un proceso de aleatorizacién y se trataron i.p. de acuerdo
con un régimen profilactico seis veces a la semana, a partir del primer dia tras la induccién de la enfermedad y hasta
el dia 30 después de la induccién, con APOTTf, a una dosis de 1y 2,5 mg/kg, con el correspondiente vehiculo (PBS
estéril) y con dexametasona, a una dosis de 0,3 mg/kg, o de acuerdo con un régimen terapéutico adoptando el
mismo disefio experimental pero a partir del 22° dia tras la induccion y continuando hasta el dia 30°.

[0060] Se aplicaron los mismos criterios de evaluacién de la enfermedad que los descritos anteriormente para la
artritis inducida por adyuvante.

[0061] En las Figuras 8A, 8B, 8C y 8D se muestran los resultados.

[0062] El andlisis de los efectos de APOTf en los parametros examinados demostrd que es eficaz para reducir tanto
la puntuacion clinica para la enfermedad como el volumen medio de la pata en ambos modelos animales de artritis
reumatoide y con ambos regimenes de administracion de farmaco considerados, especialmente a la dosis de 2,5
mg/kg. De hecho, los resultados fueron similares a los obtenidos con la medicacion utilizada como control positivo,
es decir, dexametasona. Se toleré perfectamente el tratamiento también, tal como lo demuestra la ausencia de
cualquier diferencia significativa en los pesos corporales de los animales o el nUmero de eventos letales registrados
en comparacion con el grupo tratado con el vehiculo.

[0063] Por tanto, las preparaciones farmacéuticas con contenido en APOTf pudieron utilizarse para el tratamiento de
artritis reumatoide humana y, en general, enfermedades que implican una lesion de las articulaciones con una
patogénesis inmunoinflamatoria.

Ejemplo 4: Evaluacion de la eficacia en un modelo animal de enfermedad inflamatoria intestinal

[0064] Se evaluaron los efectos de la administracion de APOTTf in vivo en colitis inducida con &cido dinitrobenceno
sulfénico (DNBS) en ratas Lewis. En este modelo, una sola administracion intracolénica de DNBS desencadena a
los 4 dias el inicio de un estado patoldgico con caracteristicas clinicas e inmunohistolégicas completamente similar
al observado en enfermedades inflamatorias intestinales humanas, como enfermedad de Crohn o recto-colitis
ulcerosa. Entre ellas, se incluyen dafio del colon extendido con areas de hiperemia, edema y ulceracioén, asi como
un aumento del peso del colon, que se caracteriza microscopicamente por la presencia de necrosis, inflamacion y
fibrosis. Al igual que en su equivalente humano, parece ser que la activacién de los linfocitos T y los macréfagos,
acompafiado de la superproduccion de citoquinas pro-inflamatorias de tipo 1, como por ejemplo TNF-a, es el
principal mecanismo patégeno que se esconde tras la afeccion.

[0065] Brevemente, se indujo la enfermedad en ratas Wistar macho, con pesos comprendidos entre 200 y 250 g, a
las que se administré por via intracolénica (i.c.), después de pasar por un periodo de adaptacién de una semana a
las condiciones del enjaulado, que implicé unas condiciones de laboratorio normales con libre acceso a alimento y
agua, y condiciones controladas de temperatura y humedad, el dia 0, después de 24 horas de ayuno y con anestesia
suave, una solucion que contenia 0,25 ml de etanol al 50 % con 30 mg de DNBS a través de un catéter con un
diametro exterior de 0,3 mm colocado proximalmente a aproximadamente 7 cm del ano. Después de la
administracion de DNBS, se insuflaron 0,5 ml de aire y se extrajo el catéter. A continuacién, se mantuvo a los
animales durante aproximadamente 30 segundos en posicion de Trendelenburg.

[0066] Se dividi6é a los animales en grupos a través de un proceso de aleatorizacion y se trataron i.p. con APOTf a
una dosis diaria de 2,5 y 5 mg/kg con el correspondiente vehiculo (PBS estéril) y con dexametasona a una dosis de
1 mg/kg, durante cinco dias consecutivos, a partir de un dia antes de la induccion (dias -1, 0, 1, 2 y 3). Se sacrificé a
los animales el cuarto dia tras la induccion (dia 4) por inhalacion de CO; y se recogié el segmento de colon
correspondiente a una distancia de 10 cm desde el extremo. Se vacio el colon con respecto a cualquier material
entérico contenido en la cavidad, después se peso, se cortd longitudinalmente y se abrié para pesarlo y valorar el
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area de mucosa dafada (ADM), que correspondié al area de necrosis macroscépicamente visible, con la ayuda de
un calibre y para evaluar la puntuaciéon de dafio microscépico (MDS) de acuerdo con los siguientes criterios: 0 = sin
dafios; 1 = hiperemia y/o edema localizados; 2 = Ulcera lineal < la mitad de la circunferencia del colon; 3 = Ulcera
lineal > la mitad de la circunferencia del colon; 4 = Ulcera circular < 1 cm; 5 = Ulcera circular entre 1 y 2 cm de
longitud; 6 = Ulcera circular > 2 cm de longitud.

[0067] Se registro también el peso corporal de los animales, tanto el dia de la induccién como el dia de la muerte.

[0068] En las Figuras 9A y 9B se muestran los resultados de dos experimentos ilustrativos, realizados empleando el
mismo disefio experimental.

[0069] El andlisis de los efectos de APOTf sobre los parametros considerados demostré que, administrando a 5
mg/kg, es eficaz para reducir tanto el area de necrosis como la puntuacion del dafio microscépico asociado con la
enfermedad. De hecho, los resultados fueron comparables y, en algunos casos, incluso mejor que los obtenidos con
la medicacion utilizada como control positivo, es decir, dexametasona, que solamente demostré ser capaz de reducir
el peso del colon.

[0070] Por estas razones, pudieron utilizarse preparaciones farmacéuticas que contenian APOTf para el tratamiento
de enfermedades intestinales inflamatorias humanas.

Ejemplo 5: Evaluacion de la eficacia de modelos animales de diabetes mellitus tipo |

[0071] Se evalud la capacidad de APOTf de influir en el inicio y el curso de diabetes mellitus tipo 1 en varios
modelos animales, de manera espontanea, acelerada con la transferencia de células esplénicas de animales con
enfermedad singénica, o se indujo por administracion de ciclofosfamida en ratones NOD, y diabetes espontanea en
ratas BB.

[0072] Ratones NOD desarrollaron espontdneamente una diabetes mellitus mediada por mecanismos autoinmunes
dependiente de linfocitos T a los 80 — 200 dias de vida, con una incidencia de 80 % en hembras y 10-20 % en
machos. El inicio manifiesto clinicamente de diabetes va precedido de una infiltracion inflamatoria de islotes
pancreaticos (insulitis), que puede identificarse generalmente por examen histologico a partir de las 4-6 semanas de
vida. En algunas cepas de raton, es posible inducir una forma acelerada de diabetes autoinmune mediada por
células por transferencia de células esplénicas de ratones NOD diabéticos a animales euglucémicos singénicos o
por medio de una o mas inyecciones (200-300 mg/kg) de ciclofosfamida administrada con un intervalo de dos
semanas entre una y otra.

[0073] Para evaluar los efectos de APOTf en diabetes espontanea en ratones NOD, de 4 u 8-9 semanas de vida, se
sometid a ratones hembra de dicha cepa a un periodo de adaptacion de una semana a las condiciones del
enjaulado, que implicé unas condiciones de laboratorio normales, con libre acceso a alimento y agua, y condiciones
controladas de temperatura y humedad antes del experimento; a continuacion, fueron tratadas respectivamente, por
via intraperitoneal con APOTTf a una dosis de 2,5 mg/kg y con el correspondiente vehiculo (PBS estéril) durante seis
dias a la semana durante 12 semanas consecutivas, o con APOTf, a una dosis de 0,1 mg/kg, 1 mg/kg, 2,5 mg/kg y
el correspondiente vehiculo (PBS estéril) de acuerdo con el mismo disefio experimental.

[0074] Durante el periodo de estudio, se examind a los ratones dos veces a la semana en cuanto al inicio de la
diabetes midiendo su glucosuria: se confirmd que eran diabéticos cuando se observd que sus niveles de glucemia
en ayunas estaban por encima de 12 mmoles/I dos dias consecutivos.

[0075] Se sacrifico a los animales que comenzaron el tratamiento a las 4 semanas de vida por inhalacién con CO; al
final del periodo de tratamiento y se recogié su pancreas para evaluacion histolédgica.

[0076] Se llevo a cabo dicho examen histologico de los islotes pancreéaticos con referencia a una escala de muestra
de acuerdo con los siguientes criterios:

0 = sin infiltrado de células mononucleares;

1 = infiltrado de células mononucleares periductal;

2 = infiltrado de células mononucleares peri-insular;

3 = infiltrado de células mononucleares intra-insular;

4= infiltrado de células mononucleares intra-insular asociado con distribucién celular beta.

[0077] Se examinaron al menos 12 islotes para cada ratén, al mismo tiempo que se obtuvo la puntuacién histolégica
media para cada pancreas dividiendo la puntuacion total por el nUmero de islotes examinados.

[0078] En las Figuras 10A y 10B se muestran los resultados obtenidos de la media de dos experimentos distintos.

[0079] Para valorar los efectos de APOTTf en diabetes acelerada en ratones NOD, se sometié a ratones hembra de 5
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0 13-14 semanas de vida de esta cepa a un periodo de adaptacién de una semana a las condiciones del enjaulado,
que implicé unas condiciones de laboratorio normales, con libre acceso a alimento y agua y condiciones controladas
de temperatura y humedad antes del experimento; a continuacién, se indujo la diabetes o bien a través de la
transferencia intravenosa (en la vena de la cola) de células esplénicas aisladas de ratones NOD diabéticos a ratones
NOD euglucémicos, a una concentracién de 2,5 x 10° células/raton, o bien a través de dos inyecciones
intraperitoneales de ciclofosfamida a una dosis de 200 mg/kg, administrados con una separacion de 14 dias.

[0080] Se identifico el inicio de la diabetes a través de mediciones de la glucosuria diariamente, diagnosticando a los
animales como diabéticos cuando, tras dos pruebas de glucosuria positivas, se observé que su glucemia en ayunas
estaba por encima de 12 mmoles/| dos dias consecutivos. Se evalué la glucosuria de los animales dias alternos a lo
largo del curso del experimento.

[0081] Para el modelo de diabetes acelerada inducida por transferencia celular, se aleatorizaron los animales para
su tratamiento intraperitonealmente (i.p.) con anticuerpo monoclonal de rata o anti-IFN-gamma de raton (AN-18) a
una dosis de 500 pg/raton en dias alternos (como control positivo) con una dosis de APOTf de 1 mg/kg y 2,5 mg/kg o
con el vehiculo correspondiente (PBS estéril) a partir del séptimo dia tras la transferencia de células, seis veces a la
semana, durante seis semanas consecutivas.

[0082] Para la diabetes acelerada inducida por inoculacion de ciclofosfamida, se repartio aleatoriamente a los
animales y se los tratd intraperitonealmente (i.p.) con APOTf a dosis de 1 y 2,5 mg/kg, con el vehiculo
correspondiente (PBS estéril) seis veces a la semana durante 28 dias y con anticuerpo monoclonal anti-IFN-y AN-18
a una dosis de 500 pg/ratdn en dias alternos durante 28 dias consecutivos, de acuerdo con un régimen profilactico o
utilizando las mismas moléculas y el mismo disefio experimental, pero a partir del séptimo dia tras la inoculacién de
ciclofosfamida y a través de todo el periodo experimental hasta el dia 28°. En ambos casos, los animales estaban
euglucémicos al comenzar la terapia.

[0083] En las Figuras 10C, 10D y 10E, se muestran los resultados obtenidos a través de dos experimentos distintos.

[0084] Al igual que los ratones NOD, las ratas BB desarrollaron espontdneamente diabetes mellitus dependiente de
insulina como consecuencia de la destruccién del islote pancreatico mediado por linfocitos T autorreactivos. También
en este caso, la enfermedad clinicamente manifiesta va precedida de una infiltracién inflamatoria de los islotes
pancreaticos, pero la diabetes se desarrolla plenamente entre los 60 y 120 dias de vida, con una incidencia de 60-80
% tanto en machos como en hembras.

[0085] Para valorar los efectos de APOTf en diabetes espontanea en ratas BB, se sometié a ratas macho de esta
cepa, de entre 37 y 46 dias de vida, primero, a un periodo de adaptacién de una semana a las condiciones de
enjaulado, que implicé unas condiciones de laboratorio normales con libre acceso a alimento y agua y condiciones
controladas de temperatura y humedad, antes del experimento; después, fueron tratadas con APTf i.p. a dosis de
1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg y con el correspondiente vehiculo (PBS estéril) cada dia durante siete semanas
consecutivas.

[0086] Se evalué el inicio de la diabetes midiendo la glucosuria y se diagnostic6 como diabético a cualquier animal
en el que se observé glucemia en ayunas por encima de 12 mmoles/l al menos dos dias consecutivos.

[0087] En las Figuras 10F, 10G y 10H se presentan los resultados obtenidos de dos experimentos distintos.

[0088] El analisis de los efectos de APOTf en los parametros examinados demostré que, especialmente cuando se
administra a una dosis de 2,5 mg/kg, es eficaz para reducir tanto las insulinas como la incidencia de diabetes de
acuerdo con el disefio experimental adoptado en los modelos de diabetes mellitus tipo 1, ya sea espontanea o
acelerada por transferencia de células o inoculacion de ciclofosfamida en ratones NOD.

[0089] A la luz de todo lo mencionado, fue posible utilizar las preparaciones farmacéuticas con contenido en APOTf
para la prevencion y tratamiento de diabetes mellitus tipo 1 en seres humanos.

Ejemplo 6: Evaluacion de la eficacia en modelos animales de hepatitis autoinmunes

[0090] Se evaluaron los efectos de la administracion de APOTT in vivo en ratones NMRI con hepatitis inducida por
ConA, que representa un modelo Gtil de numerosas enfermedades hepaticas humanas con una patogénesis
inmunoinflamatoria.

[0091] En este modelo, una sola inyeccion de ConA es suficiente para desarrollar lesiones de higado inmuno-
mediadas. De hecho, al cabo de 8-24 horas de la administracion de ConA, el cuadro patoldgico se caracteriza por
signos clinicos e histolégicos de hepatitis con una mayor actividad de las transaminasas en plasma, infiltracion
inflamatoria intra-lobular con una acumulacién masiva de granulocitos y cambios necréticos en las células hepaticas.
La hepatitis inducida por ConA depende tanto de los linfocitos T CD4* como de los macréfagos.
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[0092] Brevemente, se indujo la enfermedad en ratones NMRI macho de entre 6 y 7 semanas de vida, a los que se
inoculé por via intravenosa (i.v.), a través de la vena de la cola, después de pasar por un periodo de adaptacion de
una semana para las condiciones de enjaulado, que implicé unas condiciones de laboratorio normales, con libre
acceso a alimento y agua, y condiciones controladas de temperatura y humedad, el dia 0, después de 16 horas de
ayuno, después de inducir una anestesia suave, con 20 mg/kg de ConA disuelto en PBS estéril.

[0093] Se dividieron en grupos por medio de un proceso de aleatorizacion y se trataron i.p. con APOTf a una dosis
de 0,1, 1y 2,5 mg/kg y con el vehiculo correspondiente (PBS estéril) 24 horas y después 1 hora antes de la
inoculacion de ConA, y se sacrificaron 8 horas después de inocular ConA para recoger las muestras de sangre
venosa periférica. A continuacién, se determiné la actividad de glutamato-piruvato transaminasa (GPT) en plasma
utilizando un patron fotométrico, se analizé utilizando un analizador cromatico.

[0094] En la Figura 11 se dan los resultados.

[0095] El andlisis de los efectos de APOTTf en el pardmetro en cuestion demostré que administrado a 2,5 mg/kg, es
eficaz para reducir el grado de lesion hepatica asociada con la administracién de ConA.

11
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REIVINDICACIONES
1. Apotransferrina (ApoTf) para su uso en el tratamiento y/o en la prevencion de enfermedades autoinmunes.

2. Uso de ApoTf de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha enfermedad autoinmune se selecciona entre
diabetes mellitus tipo 1, esclerosis mudltiple, artritis reumatoide, sindromes inflamatorios intestinales y hepatitis
autoinmune.

3. Una composicion farmacéutica que contiene Apotransferrina (ApoTf) para su uso en el tratamiento y/o en la
prevencién de enfermedades autoinmunes.

4. Composicion farmacéutica que contiene ApoTf para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que dicha
enfermedad autoinmune se selecciona entre diabetes mellitus tipo 1, esclerosis mdltiple, artritis reumatoide,
sindromes inflamatorios intestinales y hepatitis autoinmune.

5. Composicion farmacéutica que contiene ApoTf para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
3-4 en la que dicha composicién contiene ApoTf en cantidades comprendidas entre 1 y 10 mg/kg de peso corporal
para su administracion diaria.

6. Composicion farmacéutica que contiene ApoTf para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
3-5 para su uso en el tratamiento de esclerosis multiple, conteniendo dicha composicion ApoTf en cantidades = 2,5
mg/kg de peso corporal para su administracion diaria.

7. Composicion farmacéutica que contiene ApoTf para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
3-5 para su uso en el tratamiento y/o en la prevencion de artritis reumatoide, conteniendo dicha composicion ApoTf
en cantidades = 1 mg/kg de peso corporal para su administracion diaria.

8. Composicion farmacéutica que contiene ApoTf para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
3-5 para su uso en el tratamiento de sindromes inflamatorios intestinales, conteniendo dicha composicion ApoTf en
cantidades = 5 mg/kg de peso corporal para su administracion diaria.

9. Composicién farmacéutica que contiene ApoTf para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
3-5 para su uso en el tratamiento y/o en la prevencion de diabetes mellitus de tipo 1, conteniendo dicha composicion
ApoTf en cantidades = 1 mg/kg de peso corporal para su administracién diaria.

10. Composicion farmacéutica que contiene ApoTf para su uso de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 3-5 para su uso en el tratamiento de hepatitis autoinmune, conteniendo dicha composicion ApoTf en
cantidades = 2,5 mg/kg de peso corporal para su administracion diaria.
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FIG 1

Proliferacién de CmE + ConA (CBA)
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FIG 2

Proliferacion de CmE + ConA (C57BI6)
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FIG 3

A

CmE (5.000.000/pocillo) + ConA TNF-alfa (pg/ml)
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FIG 4

NO (uM/ml) en CmE (BALB/C) + Medio
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F1G 5
A
PC (1.000.000/pocillo) + LPS IL-1B (pg/ml)
Incubacion Cepa Dosis N° muestras Media S.D.
5h CBA 0 6 285,3 72,9
5h CBA  12,5ugApo 6 2390 42,4
24h CBA 0 8 941,9 147 1
24h CBA  12,5ugApo 8 934,7 133,0

B

PC (1.000.000/pocillo) + LPS 24 h TNF-a (pg/ml)

Cepa Dosis N° muestras Maedia S.D.
CBA 0 10 1210,5 579,3
CBA _ 12,5ugApo 10 1244.8 502.4

" PC (5.000.000/pocillo) 24 h TNF-a (pg/ml)

Cepa Dosis N°muestras Media s.D.
Balb/C 0 6 1294,49 42542
Balb/C  12,5ugApo 6 132163 231,65
C57BI6 0 2 24476 0
C57BI6 12 5ugApo 6 2156,11 397,69

PC (5.000.000/pocillo) + LPS 24 h TNF-a (pg/ml)

Cepa Dosis N° muestras Media S.D.
Balb/C 0 6 2186,12 163,74
Balb/C 12 5ugApo 6 2098,96 334 .4
C57BI6 0 6 256192 280,49
C57BI6__12.5ugApo [¢] 2883,42 694,74
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FIG 6
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FIG.7 A-B
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FIG.7 C-D
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FIG 8 A-B
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FIG8 C-D
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FIG9 A

Peso del colon
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FIG9B

Peso del colon
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FIG. 10 A-B
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FIG 10 C-D
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FIG 10 E-F
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FIG 10 G-H
G
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FIG 11
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