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DESCRIPCION
Tratamiento o prevencioén de la infeccién por rotavirus
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de una o mas composiciones de acido linoleico conjugado (CLA), de grasa
de leche con alto contenido de CLA, o una o mas composiciones de lipidos de leche bovina para el tratamiento o la
prevencion de la infeccion por rotavirus.

Antecedentes

La leche es un fluido bioldgico rico que proporciona una importante fuente de nutricion en el neonato. Ademas,
contiene agentes para el desarrollo, funcion y soporte del sistema inmunitario, que son necesarios para el desarrollo
del lactante.

Los rotavirus son virus del Grupo Ill (dsRNA) de la familia Reoviridae y son la causa de aproximadamente 138
millones de casos de diarrea infantil al afio. El 95 % de los nifios experimentara un episodio de diarrea por rotavirus
antes de cumplir cinco afnos. En todo el mundo, la infeccion por rotavirus es la causa mas comun de hospitalizacion
por diarrea (Parashar et al 2003). Se estima que 1205 nifios mueren a causa de la enfermedad por rotavirus cada
dia. Uno de cada cinco nifios visitara al médico con rotavirus, uno de cada 65 nifios necesitara hospitalizacion y
aproximadamente un nifio de cada 293 morira. La mayoria de las muertes ocurren en el subcontinente indio, en el
Africa subsahariana y en América del Sur (Parashar et al 2003).

Las particulas de rotavirus estan formadas por tres capas concéntricas de proteinas. Dos proteinas de la capa
externa del virus, VP4 y VP7, estan implicadas en la interaccion inicial del virus con la célula hospedante. La VP4
forma picos que se extienden desde la superficie de la particula viral y ha sido identificada como el polipéptido de
union viral, mientras que la VP7 es una glucoproteina de union al calcio que forma la superficie lisa del virion y se
cree que esta implicada en el proceso posterior a la uniéon (Mendez et al 1999, Isa et al 2006). La entrada en la
célula es un proceso complejo que incluye interacciones entre las proteinas de la capa externa del virus y las
moléculas de la superficie celular. In vivo, los rotavirus infectan a través de los enterocitos maduros de las
vellosidades del intestino delgado, mientras que in vitro los rotavirus se unen a una variedad de lineas celulares,
pero sélo algunas de éstas llegan a ser infectadas. Isa et al (2006) informa que la unién inicial de un virus a la
superficie celular es promiscua y que la interaccion subsiguiente del virus con receptores especificos posteriores a la
unién es responsable de la entrada del virus en la célula.

Los rotavirus se clasifican en dos tipos en base a su capacidad para infectar células que han sido tratadas con
neuraminidasa para eliminar los residuos de acido sialico (acido N-acetilneuraminico) sobre las células hospedantes.
Los rotavirus de algunos animales necesitan residuos sialicos en la superficie de las células para unirse mientras
que muchos otros, incluyendo las cepas de rotavirus humanos no los necesitan. Estos se describen como cepas
sensibles a la neuraminidasa (o dependientes del acido sialico) y resistentes a la neuraminidasa (o independientes
del acido sialico) respectivamente (Isa et al, 2006). Se ha publicado que los derivados del acido sialico inhiben la
union viral de las células sensibles a los rotavirus de animales, pero no a los rotavirus humanos (Guo et al, 1999). Se
ha publicado que el gangliésido GM1a sobre la superficie de la célula hospedante desempefia un papel como
receptor en la infeccion por rotavirus humano (Guo et al, 1999). Se ha publicado que las cepas resistentes a la
neuraminidasa reconocen los gangliésidos con acidos sidlicos internos, que son resistentes al tratamiento con
neuraminidasa (Delorme et al, 2001), en contraste con los virus sensibles a la neuraminidasa que se unen a los
residuos externos en los ganglidsidos (Isa et al, 2006).

Se ha publicado que una serie de compuestos (teaflavinas, inhibidores de las proteasas, inmunoglobulina de yema
de huevo, lipido sintético sialil sulfatado NMSOs3, lactaderina de la leche humana, mucina MUC1 y fraccion de
proteina macromolecular de suero bovino (MMWP) reprimen la infeccién por rotavirus in vitro e in vivo, pero ninguno
ha sido utilizado con éxito clinicamente (Bojsen et al, 2007; Peterson et al, 2001; Takahashi et al., 2002; Isa et al.,
2006). Gran parte de este trabajo se realizé6 con cepas animales de rotavirus en lugar de cepas humanas, por
ejemplo, mucina MUC1 y fraccién de proteina macromolecular de suero bovino (Bojsen et al 2007). Se llevo a cabo
un estudio utilizando un concentrado de proteinas de suero producido por Fonterra Cooperative Group limited que
demostré una reduccién en el desprendimiento rotaviral en un modelo de ratén utilizando una cepa de rotavirus de
raton EDIM (Wolber et al, 2005). Kvistgaard et al, 2004, publicaron que la lactoferrina bovina, la lactaderina bovina y
la mucina MUC1 bovina no pudieron evitar la infeccién del rotavirus Wa humano in vitro.

El tratamiento normal para la diarrea por rotavirus ha sido la terapia de rehidratacion, pero esta terapia trata los
sintomas, no la causa de la infeccién. En general no se recomienda el uso de medicamentos antidiarreicos en los
nifos. (Yung et al, 2005).

El documento W0O2006/041316 describe un procedimiento para producir productos lacteos que tienen niveles mas
bajos de lipidos neutros, y/o niveles mas altos de lipidos polares, mediante extraccion utilizando diéxido de carbono
o éter dimetilico casi criticos.
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Ochonicky K et al en el Journal of Dairy Science, vol. 88, no. Supl. 1, 2005, pagina 365, Annual Meeting of the
American-Dairy-Science-Association/American-Society-of-animal-Science/Canadian; Cincinnati, HO, USA; July 24-
28, 2005 ISSN; 0022-0302 se refiere a "Inhibitory activity of bovine milk fat globule membrane against sialic acid-
dependent and - independent strains of rotavirus".

Por lo tanto, existe la necesidad de terapias alternativas para el tratamiento o la prevencion de la infeccién por
rotavirus.

Sumario de la invencion
En un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un agente que comprende

(a) una o mas composiciones de grasa de leche bovina que comprenden de aproximadamente 5 a aproximadamente
95 % p/p de lipidos, de aproximadamente O a aproximadamente 75 % p/p de proteinas, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 85 % p/p de fosfolipidos y de aproximadamente 0 a aproximadamente 5 % p/p de gangliésidos,
seleccionadas de

(i) una o mas fracciones de grasa de leche enriquecidas con fosfolipidos,
(i) una o mas fracciones de grasa de leche enriquecidas con gangliosidos,
(iii) uno o mas hidrolizados de cualquiera de uno o mas de (i) a (ii), y

(iv) una combinacion de cualquiera de dos o mas de (i) a (iii);

para uso en el tratamiento o prevencion de la infeccidon por rotavirus en un sujeto, en donde el rotavirus es un
rotavirus resistente a la neuraminidasa.

Las siguientes realizaciones se pueden referir a cualquiera de los aspectos anteriores.

En una realizacion, el rotavirus es un rotavirus humano, esto es, una cepa de rotavirus que infecta a los seres
humanos. En otra realizacion, el rotavirus es una cepa de rotavirus no humano, tal como una cepa de rotavirus aviar
(tal como una cepa de rotavirus de pollo, paloma o pavo), bovino, canino, caprino, equino, felino, leporino, murino,
ovino, porcino o de simio. En una realizacion, el rotavirus es un rotavirus sensible a la neuraminidasa. En otra
realizacion, el rotavirus es un rotavirus resistente a la neuraminidasa. En otra realizacion mas, el rotavirus es un
rotavirus humano resistente a la neuraminidasa. En otra realizacion mas, el rotavirus humano resistente a la
neuraminidasa es la cepa de rotavirus humano Wa. En una realizacion, el sujeto es un ser humano. En una
realizacion, el sujeto es un adulto, un nifio o un lactante, o un adulto, nifio o lactante inmunodeprimido. En ofra
realizacion, el sujeto es un nifio, un lactante, un nifio inmunodeprimido o un lactante inmunodeprimido. En otra
realizacion, el sujeto es un adulto, un adulto mayor de 55 afios, un adulto inmunodeprimido o un adulto
inmunodeprimido mayor de 55 afios.

En una realizacion, el agente trata o previene la infeccién por rotavirus reduciendo la adhesion viral a las células. En
otra realizacion, el agente trata o previene la infeccidon por rotavirus reduciendo la entrada viral en las células. En
otra realizacion, el agente trata o previene la infeccion por rotavirus reduciendo la replicacion viral en las células. En
otra realizacion, el agente trata o previene la infeccidon por rotavirus reduciendo el empaquetamiento viral en las
células. En otra realizacion, el agente trata o previene la infecciéon por rotavirus reduciendo la lisis celular viral. En
una realizacion, el agente trata o previene la infeccion por rotavirus diarreogénico. En otra realizacion, el agente trata
o previene la diarrea causada por infeccién por rotavirus.

En una realizacién, la fracciéon enriquecida con gangliésidos comprende GD3 o GM3 o una combinacion de los
mismos.

En una realizacion, la fraccién enriquecida con fosfolipidos comprende una o mas fosfatidiletanolaminas, uno o mas
fosfatidilinositoles, una o mas fosfatidilserinas, una o mas fosfatidilcolinas, uno o mas esfingolipidos (incluyendo una
0 mas esfingomielinas, una o mas dihidroesfingomielinas, una o mas ceramidas, uno o mas cerebroésidos, o uno o
mas gangliésidos, o cualquier combinacion de dos o mas de ellos), uno o mas lisofosfolipidos (fosfolipidos con
pérdida de un acido graso), o cualquier combinacién de dos o mas de los mismos.

En una realizacion, el agente comprende uno o mas glicéridos (incluyendo uno o mas monoglicéridos, uno o mas
diglicéridos, o uno o mas triglicéridos, o cualquier combinacion de dos o mas de los mismos), uno o mas fosfolipidos
(incluyendo una o mas fosfatidiletanolaminas, uno o mas fosfatidilinositoles, una o mas fosfatidilserinas, una o mas
fosfatidilcolinas, o uno o mas esfingolipidos (como se han descrito anteriormente), o cualquier combinacion de dos o
mas de los mismos), uno o mas lisofosfolipidos (fosfolipidos con pérdida de un acido graso), una o mas ceramidas,
uno o mas glicerofosfolipidos, uno o mas cerebrésidos (incluyendo una o mas glucosilceramidas o una o mas
lactosilceramidas, o combinaciones de las mismas), uno o mas sulfatidos, o uno o mas gangliésidos (incluyendo uno
0 mas monosialogangliésidos, uno o mas disialogangliésidos, o uno o mas polisialogangliésidos, o combinaciones
de los mismos), o cualquier combinacion de dos o mas de los mismos.
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En una realizacion, el agente se administra como un componente de una composicion lipidica. Las composiciones
lipidicas preferidas incluyen aceites y grasas animales, vegetales y marinos y lipidos producidos por fermentacion
con microorganismos. Las grasas animales preferidas incluyen, pero no se limitan a las grasas lacteas,
particularmente la grasa de leche bovina, incluyendo la crema.

En una realizacion, el agente se selecciona de crema, mantequilla, ghee, grasa de leche anhidra (AMF) (tipicamente
producida por inversion de fase de la crema o por deshidratacion de la mantequilla), suero de leche, suero de
mantequilla, suero beta, fracciones de grasa de leche dura procedentes de una o mas etapas de fraccionamiento
(incluyendo las fracciones H, SH y SSH), fracciones de grasa de leche blanda procedentes de una o mas etapas de
fraccionamiento (incluyendo las fracciones S, SS y SSS), combinaciones de fracciones de grasa de leche dura,
combinaciones de fracciones de grasa de leche blanda, combinaciones de fracciones de grasa de leche dura y
fracciones de grasa de la leche blanda, fracciones de esfingolipidos, fracciones enriquecidas con lipidos de la
membrana de los glébulos (o "globulares") de grasa de leche (que incluyen, por ejemplo, esfingolipidos, ceramidas y
cerebrdsidos), fracciones de fosfolipidos y fracciones de lipidos complejos, grasa de leche enriquecida con CLA,
fracciones de grasa de leche enriquecida con CLA y cualquier combinacion de dos o mas de ellas, e hidrolizados de
las mismas, y fracciones de los hidrolizados, y combinaciones de las fracciones hidrolizadas y/o no hidrolizadas.
Estas fracciones se pueden obtener de la leche entera o del calostro, y de cualquier derivado de leche entera o de
calostro, incluyendo la crema, la crema fermentada y la crema de suero de leche (lipidos de la leche obtenidos del
suero de leche, incluyendo el suero acido o suero de queso, preferiblemente el suero de queso). La crema
fermentada es crema procedente de leche entera o de calostro que ha sido fermentada con microorganismos
productores de acido, preferiblemente bacterias de acido lactico.

En una realizacion, la grasa de leche o fraccién de la misma se selecciona de crema, mantequilla, ghee, grasa de
leche anhidra (AMF) (producida tipicamente por inversion de fase de la crema o por deshidratacion de la
mantequilla), suero de leche, suero de mantequilla, suero beta, fracciones de grasa de leche dura procedentes de
una o mas etapas de fraccionamiento (incluyendo las fracciones H, SH y SSH), fracciones de grasa de leche blanda
procedentes de una o mas etapas de fraccionamiento (incluyendo las fracciones S, SS y SSS), combinaciones de
fracciones de grasa de leche dura, combinaciones de fracciones de grasa de leche blanda, combinaciones de
fracciones de grasa de leche dura y fracciones de grasa de leche blanda, y cualquier combinacién de dos o mas de
ellas.

En una realizacion, la fraccion de AMF se selecciona de una o mas fracciones de grasa de leche dura (tales como
las fracciones H, SH y SSH), una o mas fracciones de grasa de leche blanda (tales como las fracciones S, SS y
SSS), combinaciones de fracciones de grasa de leche dura, combinaciones de fracciones de grasa de leche blanda,
combinaciones de fracciones de grasa de leche dura y fracciones de grasa de leche blanda, y cualquier combinacion
de dos 0 mas de las mismas.

En una realizacion, la fraccion enriquecida con fosfolipidos se selecciona de suero de leche, una o mas fracciones
de suero de leche, suero de mantequilla, una o mas fracciones de suero de mantequilla, suero beta, una o mas
fracciones de suero beta, una o mas fracciones de esfingolipidos, una o mas fracciones de lipidos de la membrana
de los glébulos de grasa de la leche, una o mas fracciones de fosfolipidos, una o mas fracciones de lipidos
complejos, y cualquier combinacion de dos o mas de las mismas.

En una realizacion, la fraccion enriquecida con gangliésidos se selecciona de suero de leche, una o mas fracciones
de suero de leche, suero de mantequilla, una o mas fracciones de suero de mantequilla, suero beta, una o mas
fracciones de suero beta, una o mas fracciones de suero beta enriquecidas con GD3, una o mas fracciones de suero
beta enriquecidas con GM3, una o mas fracciones de suero beta enriquecidas con GD3 y GM3, y cualquier
combinaciéon de dos o mas de las mismas.

En algunas realizaciones, la fracciéon comprende
(a) de aproximadamente 5 a aproximadamente 100 % p/p de lipidos, o
(b) de aproximadamente 40 a aproximadamente 100 % p/p de lipidos, o

(c) de aproximadamente 5 a aproximadamente 95 % p/p de lipidos y de aproximadamente 0 a aproximadamente
75 % p/p de proteinas, o

(d) de aproximadamente 15 a aproximadamente 95 % p/p de lipidos y de aproximadamente 0 a
aproximadamente 75 % p/p de proteinas, o

(e) de aproximadamente 5 a aproximadamente 95 % p/p de lipidos, de aproximadamente 0 a aproximadamente
75 % plp de proteinas, de aproximadamente 5 a aproximadamente 85 % p/p de fosfolipidos y de
aproximadamente 0 a aproximadamente 5 % p/p de gangliosidos, o

(f) de aproximadamente 15 a aproximadamente 95 % p/p de lipidos, de aproximadamente 0 a aproximadamente
65 % p/p de proteinas, de aproximadamente 5 a aproximadamente 70 % p/p de fosfolipidos y de
aproximadamente 0 a aproximadamente 2,5 % p/p de gangliésidos.
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En algunas realizaciones, la fraccién comprende al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,

60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 o0 95 % p/p de fosfolipidos, y se pueden seleccionar intervalos Utiles entre cualquiera

estos valores (por ejemplo, de aproximadamente 5 a aproximadamente 95 %, de aproximadamente 10

aproximadamente 95 %, de aproximadamente 15
aproximadamente 95 %, de aproximadamente 25
aproximadamente 95 %, de aproximadamente 35
aproximadamente 95 %, de aproximadamente 45
aproximadamente 95 %, de aproximadamente 10
aproximadamente 70 %, de aproximadamente 20 aproximadamente 70 %, de aproximadamente 25
aproximadamente 70 %, de aproximadamente 30 aproximadamente 70 %, de aproximadamente 35
aproximadamente 70 %, de aproximadamente 40 a aproximadamente 70 %, de aproximadamente 45
aproximadamente 70 %, y de aproximadamente 50 a aproximadamente 70 % p/p de fosfolipidos).

aproximadamente 95 %, de aproximadamente 20
aproximadamente 95 %, de aproximadamente 30
aproximadamente 95 %, de aproximadamente 40
aproximadamente 95 %, de aproximadamente 50
aproximadamente 70 %, de aproximadamente 15

[OREGRE G RN OREORE O R

de

0L oOoLooLoOL oL

En algunas realizaciones, la fraccion comprende al menos aproximadamente 0,1, 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 % p/p de uno o mas fosfolipidos

seleccionados independientemente de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina, fosfatidilserina
fosfatidilinositol, y se pueden seleccionar intervalos utiles entre cualquiera de estos valores (por ejemplo,
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 30 %, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 30 %,
aproximadamente 1 a aproximadamente 30 %, de aproximadamente 2 a aproximadamente 30 %,
aproximadamente 3 a aproximadamente 30 %, de aproximadamente 4 a aproximadamente 30 %,
aproximadamente 5 a aproximadamente 30 %, de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 %,
aproximadamente 15 a aproximadamente 30 %, de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 %,
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5 %, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 5 %,

y
de

de
de
de
de
de
de

aproximadamente 1 a aproximadamente 5 %, de aproximadamente 2 a aproximadamente 5 %, de aproximadamente
3 a aproximadamente 5 %, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 %, de aproximadamente 0,5 a

aproximadamente 10 %, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 %, de aproximadamente 2
aproximadamente 10 %, de aproximadamente 3 a aproximadamente 10 %, de aproximadamente 4
aproximadamente 10 %, de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 %, de aproximadamente 6

aproximadamente 10 %, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20 %, de aproximadamente 0,5

aproximadamente 20 %, de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 %, de aproximadamente 2
aproximadamente 20 %, de aproximadamente 3 a aproximadamente 20 %, de aproximadamente 4
aproximadamente 20 %, de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 %, de aproximadamente 10

a

[ORNOREOREORE GG

aproximadamente 20 %, de aproximadamente 15 a aproximadamente 20 % p/p de uno o mas fosfolipidos

seleccionados independientemente de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, esfingomielina, fosfatidilserina
fosfatidilinositol).

En algunas realizaciones, la fracciéon comprende

y

(a) de aproximadamente 25 a aproximadamente 35 % p/p de proteinas, de aproximadamente 15 a

aproximadamente 25 % p/p de lipidos, y de aproximadamente 5 a aproximadamente 12 % p/p de fosfolipidos,

o

(b) de aproximadamente 25 a aproximadamente 35 % p/p de proteinas, de aproximadamente 15 a

aproximadamente 25 % p/p de lipidos, de aproximadamente 5 a aproximadamente 12 % p/p de fosfolipidos,

de

aproximadamente 5 a aproximadamente 10 % p/p de proteinas de la MFGM (membrana de los glébulos grasos

de la leche), y de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,9 % p/p de gangliésidos, o

(c) de aproximadamente 25 a aproximadamente 35 % p/p de proteinas, de aproximadamente 15 a

aproximadamente 25 % p/p de lipidos, de aproximadamente 5 a aproximadamente 12 % p/p de fosfolipidos,
aproximadamente 1 a aproximadamente 5 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 1,5
aproximadamente 6 % p/p de fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 % p/p

de
a
de

esfingomielina, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2 % p/p de fosfatidilserina, de aproximadamente
0,1 a 2 % p/p de fosfatidilinositol, de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 % p/p de proteinas de la

MFGM, y de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,9 % p/p de gangliésidos, o

(d) de aproximadamente 40 a aproximadamente 60 % p/p de proteinas, de aproximadamente 25 a
aproximadamente 45 % p/p de lipidos, y de aproximadamente 10 a aproximadamente 25 % p/p de fosfolipidos,

[0}

(e) de aproximadamente 40 a aproximadamente 60 % p/p de proteinas, de aproximadamente 25 a

aproximadamente 45 % p/p de lipidos, de aproximadamente 10 a aproximadamente 25 % p/p de fosfolipidos,

de

aproximadamente 5 a aproximadamente 20 % p/p de proteinas de la MFGM, y de aproximadamente 0,5 a

aproximadamente 2,0 % p/p de gangliosidos, o

(f) de aproximadamente 46 a aproximadamente 52 % p/p de proteinas, de aproximadamente 28 a

aproximadamente 40 % p/p de lipidos, de aproximadamente 11 a aproximadamente 16 % p/p de fosfolipidos,

de

aproximadamente 2 a aproximadamente 6 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 3 a aproximadamente

8 % p/p de fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 2,5 a aproximadamente 7 % p/p de esfingomielina,
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aproximadamente 0,5 a aproximadamente 3 % p/p de fosfatidilserina, de aproximadamente 0,5 a 2 % p/p de
fosfatidilinositol, de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 % p/p de proteinas de la MFGM, y de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 0,9 % p/p de gangliésidos, o

(g) de aproximadamente 50 a aproximadamente 70 % p/p de proteinas, de aproximadamente 12 a
aproximadamente 32 % p/p de lipidos, y de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 % p/p de fosfolipidos, o

(h) de aproximadamente 50 a aproximadamente 70 % p/p de proteinas, de aproximadamente 12 a
aproximadamente 32 % p/p de lipidos, de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 % p/p de fosfolipidos, de
aproximadamente 2 a aproximadamente 8 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 2 a aproximadamente
10 % p/p de fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 % p/p de esfingomielina y de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 % p/p de fosfatidilserina, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 20 % p/p de proteinas de la MFGM, y de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2,5 % p/p
de gangliésidos, o

(i) de aproximadamente 56 a aproximadamente 65 % p/p de proteinas, de aproximadamente 18 a
aproximadamente 28 % p/p de lipidos, de aproximadamente 8 a aproximadamente 20 % p/p de fosfolipidos, de
aproximadamente 2 a aproximadamente 8 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 2 a aproximadamente
10 % p/p de fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 % p/p de esfingomielina y de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 % p/p de fosfatidilserina, y de aproximadamente 0,5 a 3 % p/p de
fosfatidilinositol, de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 % p/p de proteinas de la MFGM, y de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2,5 % p/p de gangliésidos, o

(j) de aproximadamente 0 a aproximadamente 10 % p/p de proteinas, de aproximadamente 85 a
aproximadamente 97 % p/p de lipidos, y de aproximadamente 25 a aproximadamente 35 % p/p de fosfolipidos,
o

(k) de aproximadamente 0 a aproximadamente 10 % p/p de proteinas, de aproximadamente 85 a
aproximadamente 97 % p/p de lipidos, de aproximadamente 25 a aproximadamente 35 % p/p de fosfolipidos, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 10 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 7 a
aproximadamente 13 % p/p de fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 4 a aproximadamente 9 % p/p de
esfingomielina, de aproximadamente 2 a aproximadamente 5 % p/p de fosfatidilserina, de aproximadamente 1 a
aproximadamente 3 % p/p de fosfatidilinositol, de aproximadamente 0 a aproximadamente 5 % p/p de proteinas
de la MFGM, y de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 % p/p de gangliésidos, o

(I) de aproximadamente 10 a aproximadamente 15 % p/p de proteinas, de aproximadamente 80 a
aproximadamente 95 % p/p de lipidos, y de aproximadamente 60 a aproximadamente 80 % p/p de fosfolipidos,
o

(m) de aproximadamente 10 a aproximadamente 15 % p/p de proteinas, de aproximadamente 80 a
aproximadamente 95 % p/p de lipidos, de aproximadamente 60 a aproximadamente 80 % p/p de fosfolipidos, de
aproximadamente 10 a aproximadamente 20 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 18 a
aproximadamente 28 % p/p de fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 % p/p de
esfingomielina, de aproximadamente 4 a aproximadamente 12 % p/p de fosfatidilserina, de aproximadamente 2
a aproximadamente 10 % p/p de fosfatidilinositol, de aproximadamente 0 a aproximadamente 5 % p/p de
proteinas de la MFGM, y de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 % p/p de gangliésidos, o

(n) de aproximadamente 75 a aproximadamente 99 % p/p de lipidos y de aproximadamente 15 a 35 % p/p de
fosfolipidos, o

(o) de aproximadamente 80 a aproximadamente 90 % p/p de lipidos, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 15 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 % p/p de
fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 4 a aproximadamente 10 % p/p de esfingomielina y de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2 % p/p de fosfatidilserina, o

(p) de aproximadamente 80 a aproximadamente 90 % p/p de lipidos, de aproximadamente 20 a 30 % p/p de
fosfolipidos, de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 15 % p/p de fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 % p/p de
esfingomielina, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1,5 % p/p de fosfatidilserina, y de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1,2 % p/p de fosfatidilinositol, o

(q) de aproximadamente 75 a aproximadamente 95 % p/p de lipidos y de aproximadamente 50 a
aproximadamente 90 % p/p de fosfolipidos, o

(r) de aproximadamente 80 a aproximadamente 90 % p/p de lipidos, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 30 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 12 a aproximadamente 22 % p/p de
fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 12 a aproximadamente 22 % p/p de esfingomielina, y de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 % p/p de fosfatidilserina, o
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(s) de aproximadamente 75 a aproximadamente 95 % p/p de lipidos, de aproximadamente 50 a
aproximadamente 90 % p/p de fosfolipidos, de aproximadamente 10 a aproximadamente 45 % p/p de
fosfatidilcolina, de aproximadamente 12 a aproximadamente 25 % p/p de fosfatidiletanolamina, de
aproximadamente 12 a aproximadamente 25 % p/p de esfingomielina, de aproximadamente 1 a
aproximadamente 6 % p/p de fosfatidilserina, y de aproximadamente 0,5 a 4 % p/p de fosfatidilinositol, o

(t) de aproximadamente 80 a aproximadamente 90 % p/p de lipidos, de aproximadamente 65 a
aproximadamente 75 % p/p de fosfolipidos, de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 % p/p de
fosfatidilcolina, de aproximadamente 12 a aproximadamente 22 % p/p de fosfatidiletanolamina, de
aproximadamente 12 a aproximadamente 22 % p/p de esfingomielina, de aproximadamente 1 a
aproximadamente 3 % p/p de fosfatidilserina, y de aproximadamente 0,5 a 3 % p/p de fosfatidilinositol, o

(u) de aproximadamente 25 a aproximadamente 45 % p/p de lipidos y de aproximadamente 0,2 a
aproximadamente 1 % p/p de gangliésido GD3, o

(v) de aproximadamente 25 a aproximadamente 45 % p/p de lipidos, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 30 % p/p de fosfolipidos, y de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1 % p/p de
gangliésidos, o

(w) de aproximadamente 25 a aproximadamente 45 % p/p de lipidos, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 30 % p/p de fosfolipidos, de aproximadamente 2 a aproximadamente 5 % p/p de
fosfatidilcolina, de aproximadamente 3 a aproximadamente 7 % p/p de fosfatidiletanolamina, de
aproximadamente 2 a aproximadamente 5 % p/p de esfingomielina, de aproximadamente 2 a aproximadamente
12 % pl/p de fosfatidilserina, de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 % p/p de fosfatidilinositol, y de
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1 % p/p de gangliésidos, o

(x) de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 % p/p de lipidos y de aproximadamente 0,8 a
aproximadamente 2 % p/p de gangliésido GD3, o

(y) de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 % p/p de lipidos, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 30 % p/p de fosfolipidos, y de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 3,5 % p/p de
gangliésidos, o

(z) de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 % p/p de lipidos, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 30 % p/p de fosfolipidos, de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 % p/p de
fosfatidilcolina, de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 % p/p de fosfatidiletanolamina, de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 5 % p/p de esfingomielina, de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 % p/p de fosfatidilserina, de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 % p/p de
fosfatidilinositol, y de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 3,5 % p/p de gangliésidos.

En una realizacion, la fraccion comprende al menos aproximadamente 70 % de lipidos totales, al menos
aproximadamente 12 % de fosfatidilcolina, al menos aproximadamente 6 % de fosfatidiletanolamina, al menos
aproximadamente 6 % de esfingomielina y al menos aproximadamente 1 % de fosfatidilserina. En una fraccion
preferida de esta realizaciéon, la fraccion comprende aproximadamente 1,8 % de acido butirico (4:0),
aproximadamente 0,3 % de acido caprico (10:0), aproximadamente 0,5 % de acido laurico (12:0), aproximadamente
7,4 % de acido miristico (14:0), aproximadamente 14,1 % de acido miristoleico (14:1), aproximadamente 1,0 % de
acido pentadecanoico (15:0), aproximadamente 26,0 % de acido palmitico (16:0), aproximadamente 1,7 % de acido
palmitoleico (16:1), aproximadamente 0,6 % de acido margarico (17:0), aproximadamente 0,3 % de acido
heptadecenoico (17:1), aproximadamente 11,9 % de acido estearico (18:0), aproximadamente 39,0 % de acido
oleico (18:1), aproximadamente 5,0 % de &cido linoleico (18:2), aproximadamente 2,0 % de acido linolénico (18:3),
aproximadamente 0,3 % de acido araquidico (20:0) y aproximadamente 0,8 % de colesterol. En una realizacion
preferida, la composicion de acidos grasos de esta fraccion es sustancialmente como se describe para la fraccion de
fosfolipidos PC500™ concentrado de fosfolipidos en los ejemplos que siguen. Alternativamente, la fracciéon es un
hidrolizado de la fraccion de esta realizacion.

En otra realizacion, la fraccion comprende al menos aproximadamente 80 % de lipidos totales, al menos
aproximadamente 30 % de fosfatidilcolina, al menos aproximadamente 6 % de fosfatidiletanolamina, al menos
aproximadamente 15 % de esfingomielina y al menos aproximadamente 2 % de fosfatidilserina. En una fraccion
preferida de esta realizacion, la fraccion comprende aproximadamente 6,6 % de &acido miristico (14:0),
aproximadamente 27,0 % de acido palmitico (16:0), aproximadamente 1,3 % de acido palmitoleico (16:1),
aproximadamente 2,3 % de &acido margarico (17:0), aproximadamente 14 % de acido estearico (18:0),
aproximadamente 38,0 % de acido oleico (18:1), aproximadamente 6,5 % de acido linoleico (18:2),
aproximadamente 2,0 % de linoleico (18:3) y aproximadamente 0,1 % de colesterol. En una realizacion preferida, la
composicion de acidos grasos de esta fraccion es sustancialmente como se describe para las fracciones de
fosfolipidos PC600™ o PC700™ de Concentrado de Fosfolipidos en los ejemplos que siguen. Alternativamente, la
fraccion es un hidrolizado de la fraccion de esta realizacion.
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En una realizacion, la fraccion comprende al menos aproximadamente 30 % de lipidos totales, al menos
aproximadamente 0,5 % de gangliésido GD3 y al menos aproximadamente 0,4 % de gangliésido GM3. En una
realizacion preferida, la composicion de acidos grasos de esta fraccion es sustancialmente como se describe para la
fraccion de gangliésido G500™ en los ejemplos que siguen. Alternativamente, la fraccion es un hidrolizado.

En otra realizacion, la fraccion comprende al menos aproximadamente 30 % de lipidos totales, al menos
aproximadamente 1,2 % de gangliésido GD3 y al menos aproximadamente 0,2 % de gangliésido GM3. En una
realizacion preferida, la composicion de acidos grasos de esta fraccion es sustancialmente como se describe para la
fraccion de gangliésido G600™ en los ejemplos que siguen. Alternativamente, la fraccion es un hidrolizado de la
fraccion de esta realizacion.

En una realizacion, una composicién util de la presente memoria comprende, consiste esencialmente en, o consiste
en al menos aproximadamente 0,1, 0,2, 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
99, 99,5, 99,8 0 99,9 % en peso de uno o mas agentes descritos anteriormente y se pueden seleccionar intervalos
utiles entre cualquiera de estos valores anteriores (por ejemplo, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 %,
de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 10 aproximadamente 50 %, de aproximadamente 15 a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 20 aproximadamente 50 %, de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 30 aproximadamente 50 %, de aproximadamente 35 a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 40 aproximadamente 50 %, de aproximadamente 45 a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 0,1 aproximadamente 60 %, de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 60 %, de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 60 %, de aproximadamente 1 a aproximadamente 60 %, de
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aproximadamente 5 a aproximadamente 60 %, de aproximadamente 10 aproximadamente 60 %, de
aproximadamente 15 a aproximadamente 60 %, de aproximadamente 20 aproximadamente 60 %, de
aproximadamente 25 a aproximadamente 60 %, de aproximadamente 30 aproximadamente 60 %, de
aproximadamente 35 a aproximadamente 60 %, de aproximadamente 40 aproximadamente 60 %, de
aproximadamente 45 a aproximadamente 60 %, de aproximadamente 0,1 aproximadamente 70 %, de
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 70 %, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 70 % %, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 70 %, de aproximadamente 5 a aproximadamente 70 %, de
aproximadamente 10 aproximadamente 70 %, de aproximadamente 15 a aproximadamente 70 %, de
aproximadamente 20 aproximadamente 70 %, de aproximadamente 25 a aproximadamente 70 %, de
aproximadamente 30 aproximadamente 70 %, de aproximadamente 35 a aproximadamente 70 %, de
aproximadamente 40 aproximadamente 70 %, de aproximadamente 45 a aproximadamente 70 %, de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 80 %, de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 80 %, de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 80 %, de aproximadamente 1 a aproximadamente 80 %, de
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aproximadamente 5 a aproximadamente 80 %, de aproximadamente 10 aproximadamente 80 %, de
aproximadamente 15 a aproximadamente 80 %, de aproximadamente 20 aproximadamente 80 %, de
aproximadamente 25 a aproximadamente 80 %, de aproximadamente 30 aproximadamente 80 %, de
aproximadamente 35 a aproximadamente 80 %, de aproximadamente 40 aproximadamente 80 %, de
aproximadamente 45 a aproximadamente 80 %, de aproximadamente 0,1 aproximadamente 90 %, de
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 90 % %, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 90 %, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 90 %, de aproximadamente 5 a aproximadamente 90 %, de
aproximadamente 10 aproximadamente 90 %, de aproximadamente 15 a aproximadamente 90 %, de
aproximadamente 20 aproximadamente 90 %, de aproximadamente 25 a aproximadamente 90 %, de
aproximadamente 30 aproximadamente 90 %, de aproximadamente 35 a aproximadamente 90 %, de
aproximadamente 40 aproximadamente 90 %, de aproximadamente 45 a aproximadamente 90 %, de
aproximadamente 0,1 aproximadamente 99 %, de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 99 %, de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 99 %, de aproximadamente 1 a aproximadamente 99 %, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 99 %, de aproximadamente 10 a aproximadamente 99 %, de
aproximadamente 15 a aproximadamente 99 %, de aproximadamente 20 a aproximadamente 99 %, de
aproximadamente 25 a aproximadamente 99 %, de aproximadamente 30 a aproximadamente 99 %, de
aproximadamente 35 a aproximadamente 99 %, de aproximadamente 40 a aproximadamente 99 %, y de
aproximadamente 45 a aproximadamente 99 %).

0O oo

En una realizacién, una composicion util de la presente memoria comprende, consiste esencialmente en, o consiste
en al menos aproximadamente 0,001, 0,01, 0,05, 0,1, 0,15,0,2, 0,3, 0,4,0,5, 1, 2,3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18 o 19 gramos de uno o mas agentes descritos anteriormente y se pueden seleccionar intervalos
utiles entre cualquiera de estos valores anteriores (por ejemplo, de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 1
gramos, de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 gramos, de aproximadamente 0,01 a aproximadamente
19 gramos, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1 gramos, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente
10 gramos, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 19 gramos, de aproximadamente 1 a aproximadamente 5
gramos, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 gramos, de aproximadamente 1 a aproximadamente 19
gramos, de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 gramos, y de aproximadamente 5 a aproximadamente 19
gramos).
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En una realizacién, una composicién util de la presente memoria comprende, consiste esencialmente en, o consiste
en aproximadamente 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 99 0 99,9
% en peso de leche entera fresca o un derivado de la leche y se pueden seleccionar intervalos utiles entre
cualquiera de estos valores anteriores (por ejemplo, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 10 a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 15 a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 20 a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 30 a aproximadamente 50 %, de aproximadamente 35 a aproximadamente 50 %, de
aproximadamente 40 a aproximadamente 50 %, y de aproximadamente 45 a aproximadamente 50 %). El derivado
de la leche se selecciona preferiblemente de leche desnatada recombinada, en polvo o fresca, leche en polvo entera
o desnatada combinada o reconstituida, concentrado de leche desnatada, retentado de leche desnatada, leche
concentrada, retentado de leche ultrafilirada, concentrado de proteinas de leche (MPC), aislado de proteinas de
leche (MPI), concentrado de proteinas de leche con reduccién de calcio (MPC), leche baja en grasa, concentrado de
proteinas de leche baja en grasa (MPC), caseina, caseinato, grasa de leche, crema, mantequilla, ghee, grasa de
leche anhidra (AMF), suero de leche, suero de mantequilla, suero beta, fracciones de grasa de leche dura,
fracciones de grasa de leche blanda, fracciones de esfingolipidos, fracciones de membrana globular de grasa de
leche, fracciones de lipidos de la membrana globular de la grasa de leche, fracciones de fosfolipidos, fracciones de
lipidos complejos, calostro, una fraccién de calostro, concentrado de proteinas de calostro (CPC), suero de calostro,
una fraccion de inmunoglobulina del calostro, suero de leche (incluido el suero de leche dulce, el suero de acido
lactico, el suero de acido mineral o el polvo de suero reconstituido), aislado de proteinas de suero (WPI),
concentrado de proteinas de suero (WPC), una composicion derivada de cualquier corriente de proceso de leche o
calostro, una composicién derivada del retentado o permeado obtenido por ultrafiltracion o microfiltracion de
cualquier corriente de proceso de leche o calostro, una composicién derivada de la fraccién de avance o adsorbida
obtenida por separacién cromatografica (incluyendo pero sin limitarse a la cromatografia de ionizacion y de
permeacion de gel) de cualquier corriente de proceso de leche o calostro, extractos de cualquiera de estos derivados
de la leche, incluyendo los extractos preparados por fraccionamiento en mlltiples etapas, cristalizacion diferencial,
fraccionamiento por disolvente, fraccionamiento supercritico, fraccionamiento casi critico, destilacion,
fraccionamiento centrifugo, o fraccionamiento con un modificador (por ejemplo, jabones o emulsionantes),
hidrolizados de cualquiera de estos derivados, fracciones de los hidrolizados y cualquier combinaciéon de dos o mas
de estos derivados, incluyendo las combinaciones de fracciones hidrolizadas y/o no hidrolizadas. Se debe entender
que la fuente de estos derivados puede ser la leche o el calostro o una combinacién de ellos.

En una realizacién, una composicion util de la presente memoria comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En otra realizacioén, la composicion es o se formula como un alimento, bebida, aditivo alimentario, aditivo
para bebida, suplemento dietético, producto nutricional, alimento médico, producto de alimentacién enteral, producto
de alimentacién parenteral, sustituto de comida, cosmecéutico, nutracéutico, medicamento o producto farmacéutico.
En una realizacion, la composicién esta en la forma de un comprimido, un comprimido en forma de capsula, una
pildora, una capsula dura o blanda o una pastilla para chupar. En una realizaciéon, la composicién tiene la forma de
un sello, un polvo, un polvo dispensable, granulos, una suspension, un elixir, un liquido o cualquier otra forma que se
pueda afiadir a los alimentos o bebidas, incluyendo por ejemplo agua, leche o zumo de frutas. En una realizacion, la
composicion comprende ademas uno o mas constituyentes (tales como antioxidantes) que previenen o reducen la
degradacion de la composicion durante el almacenamiento o después de la administracion. Estas composiciones
pueden incluir cualquier producto de consumo comestible que sea capaz de transportar lipidos. Los ejemplos de
productos de consumo comestibles adecuados incluyen productos acuosos, productos de panaderia, productos de
confiteria incluyendo chocolate, geles, helados, productos de frutas reconstituidos, snacks, barras de alimentos,
barras de muesli, pastas, salsas, aderezos, productos lacteos, incluyendo yogures y quesos, bebidas Incluyendo
bebidas lacteas y no lacteas, leche, leche en polvo, suplementos deportivos, incluyendo suplementos deportivos a
base de lacteos y no lacteos, zumos de frutas, aditivos alimentarios tales como chispas de proteinas, productos de
suplementos dietéticos incluyendo comprimidos de suplementos diarios, alimentos de destete y yogures, y formulas
tales como férmula de lactantes, férmula de continuacién o férmula de crecimiento, en polvo o en forma liquida. Las
composiciones nutracéuticas adecuadas Utiles en la presente memoria se pueden proporcionar en formas similares.

En una realizacion, la composicion puede comprender ademas o el agente puede estar en combinaciéon con un
agente antiviral tal como uno o mas agentes antiviricos seleccionados de teaflavinas, inhibidores de las proteasas,
inmunoglobulina de yema de huevo, lipido sintético sialil sulfatado NMSOs, lactaderina de leche humana. (una
glucoproteina de la membrana de los glébulos grasos de la leche), mucina MUC1, fraccion de proteina
macromolecular de suero bovino, o combinaciones de los mismos. En una realizacién, una composicion util de la
presente memoria incluye o se administra de forma simultanea o secuencial con componentes lacteos tales como
proteinas de suero, fracciones de proteinas de suero (incluyendo fracciones de proteinas de suero acidas o basicas
0 una combinacion de las mismas), glucomacropéptido, lactoferrina, lactoferrina-hierro, una lactoferrina funcional o
variante de lactoferrina-hierro, una funcion de lactoferrina o fragmento de lactoferrina-hierro, una vitamina D o calcio,
o cualquier combinacién de dos o mas de ellos. Preferiblemente, la composicién puede comprender ademas o el
agente puede estar en combinacion con lactoferrina, lactoferrina-hierro, una lactoferrina funcional o variante de
lactoferrina-hierro, una funcién de lactoferrina o un fragmento de lactoferrina-hierro, o una combinacion de cualquiera
de dos 0 mas de ellos.
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Se pretende que la referencia a un intervalo de numeros descrito en la presente memoria (por ejemplo, 1 a 10)
incorpore también la referencia a todos los niumeros racionales dentro de ese intervalo (por ejemplo, 1, 1,1, 2, 3, 3,9,
4,5,6,6,5,7,8,9y 10) y también cualquier intervalo de nimeros racionales dentro de ese intervalo (por ejemplo, 2
a8,15a5,5y3,1a4,7)y, por lo tanto, todos los sub-intervalos de todos los intervalos expresamente descritos en
la presente memoria estan por lo tanto descritos expresamente. Estos son solo ejemplos de lo que se pretende
especificamente y todas las combinaciones posibles de valores numéricos entre el valor mas bajo y el valor mas alto
enumerado se deben considerar expresamente establecidas en esta solicitud de una manera similar.

En esta memoria descriptiva cuando se ha hecho referencia a especificaciones de patentes, a otros documentos
externos o a otras fuentes de informacioén, esto generalmente tiene el propdsito de proporcionar un contexto para
exponer las caracteristicas de la invencion. A menos que se indique especificamente otra cosa, la referencia a
dichos documentos externos no se debe interpretar como una admision de que dichos documentos, o dichas fuentes
de informacién, en cualquier jurisdiccion, son técnicas anteriores, o forman parte del conocimiento general comun en
la técnica.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1, dos graficos que muestran el porcentaje de células no infectadas en animales tratados segun el Ejemplo 2
con (A) grasa de leche con alto contenido de CLA o (B) una fraccion de gangliésido G600™ de grasa de leche de
Fonterra Co-operative Group Limited.

Descripcion detallada de la invenciéon

Los siguientes ejemplos demuestran la prevencion de la adhesion celular del rotavirus in vitro mediante diferentes
fracciones de grasa de leche y la capacidad de las fracciones de grasa de leche para el tratamiento o prevencién de
la diarrea en un modelo animal infectado con la cepa de rotavirus humano Wa.

1. Definiciones

Los términos "grasa de leche anhidra" y "AMF" se usan indistintamente en la presente memoria y se refieren a la
fraccion de grasa de leche producida por la eliminacion casi completa de agua y material no graso por inversion de
fase de la crema o deshidratacion de la mantequilla. La AMF (también conocido como "aceite de mantequilla
anhidro” si hay aditivos presentes) se prepara tipicamente a partir de crema o mantequilla de leche entera, pero
también se puede preparar a partir de calostro. Los métodos comiUnmente utilizados para la preparacién de AMF se
describen en Bylund (Ed., 1995), incorporado aqui en su totalidad. La AMF preferida tiene tipicamente
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %,
aproximadamente 95 %, mas de aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %,
aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 %, aproximadamente 99,5 %. o 100 % de lipidos, siendo mas
preferida la AMF de aproximadamente 98 % a aproximadamente 100 %, en particular de aproximadamente 99 % de
lipidos, 99,5 % de lipidos o mas. Las regulaciones alimentarias cominmente requieren <0,2 % de humedad para
AMF o aceite de mantequilla anhidro y <0,7 % de humedad para aceite de mantequilla. Con frecuencia, la AMF se
fracciona aun mas en fracciones "duras" (H) y "blandas" (S), estas ultimas se pueden fraccionar aun mas en
fracciones "duras blandas" (SH) y "blandas blandas" (SS); y las ultimas se pueden fraccionar ain mas en fracciones
"duras blandas blandas" (SSH) y "blandas blandas blandas" (SSS). Como se podra apreciar, cada fraccion difiere en
la composicion de acidos grasos. Ejemplos no limitantes de composiciones de acidos grasos para AMF y fracciones
derivadas se muestran en las tablas 1 a 5 a continuacion.

Tabla 1: Ejemplo de composicion de AMF

Componente de acido graso Media (% p/p) Minimo (% p/p) Maximo (% p/p)
c4:0 (acido butirico) 3,6 3,3 41
¢6:0 (acido caproico) 2,2 1,9 2,4
¢8:0 (acido caprilico) 1,2 1,1 1,4
¢10:0 (acido caprico) 2,6 2,2 2,8
¢10:1 (2-decenoato) 0,3 0,3 0,3
¢12:0 (acido laurico) 2,9 2,5 3,2
¢12:1 (acido 11-dodecenoico) 0,1 0,1 0,1
¢13:0 br (acido tridecanoico br) 0,1 0,1 0,1
¢13:0 (acido tridecanoico) 0,1 0,1 0,1
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Componente de acido graso Media (% p/p) Minimo (% p/p) Maximo (% p/p)
c14:0 br (acido miristico br) 0,2 0,1 0,2
c14:0 (acido miristico) 10,4 9,5 10,8
c14:1 (acido miristoleico) 0,9 0,6 1,0
c15:0 iso br 0,4 0,3 0,5
¢15:0 ante-iso br 0,6 0,5 0,7
¢15:0 (acido pentadecanoico) 1,4 1,1 1,5
¢16:0 br 0,3 0,2 0,3
¢16:0 (acido palmitico) 28,7 25,4 30,4
c16:1 (acido palmitoleico) 1,9 1,6 2,0
c17:0iso br 0,7 0,6 0,7
c17:0 ante-iso br 0,5 0,5 0,5
¢17:0 (acido margarico) 0,7 0,6 0,8
c17:1 0,3 0,3 0,4
¢18:0 (acido estearico) 1,5 10,8 13,6
¢18:1 (acido oleico) 23,4 21,8 26,4
¢18:2 (acido linoleico) 1,4 1,3 1,7
c18:2 conj 1,3 1,0 1,8
c18:3 0,8 0,7 0,9
¢20:0 (acido araquidico) 0,2 0,1 0,2
c20:1 0,3 0,2 0,3

Tabla 2: Ejemplo de composicion de fraccion dura (fraccion H)

Componente de acido graso Media (% p/p) Minimo (% p/p) Maximo (% p/p)
c4:0 (acido butirico) 2,0 1,8 2,1
¢6:0 (acido caproico) 1,3 1,2 1,4
¢8:0 (acido caprilico) 0,8 0,8 0,9
¢10:0 (acido caprico) 2,2 1,9 2,4
¢10:1 (2-decenoato) 0,2 0,1 0,2
¢12:0 (acido laurico) 3,0 2,6 3,4
¢12:1 (acido 11-dodecenoico) 0,0 0,0 0,1
¢13:0 br (acido tridecanoico br) 0,1 0,1 0,1
¢13:0 (acido tridecanoico) 0,1 0,1 0,1
c14:0 br (acido miristico br) 0,1 0,1 0,2
c14:0 (acido miristico) 11,8 10,7 12,6
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Componente de acido graso Media (% p/p) Minimo (% p/p) Maximo (% p/p)
c14:1 (acido miristoleico) 0,6 0,3 0,7
c15:0 iso br 0,4 0,3 0,5
¢15:0 ante-iso br 0,5 0,4 0,6
¢15:0 (acido pentadecanoico) 1,6 1,2 1,7
¢16:0 br 0,3 0,3 0,3
¢16:0 (acido palmitico) 34,8 31,5 36,6
¢16:1 (acido palmitoleico) 1,3 1,1 1,6
c17:0iso br 0,8 0,7 0,8
¢17:0 ante-iso br 0,5 0,5 0,6
¢17:0 (acido margarico) 0,9 0,8 0,9
c17:1 0,2 0,2 0,3
¢18:0 (acido estearico) 15,2 13,9 19,7
¢18:1 (acido oleico) 17,0 15,5 19,8
¢18:2 (acido linoleico) 1,3 1,1 1,5
c18:2 conj 0,8 0,6 1,1
c18:3 0,5 0,4 0,6
¢20:0 (acido araquidico) 0,2 0,2 0,3
c20:1 0,2 0,1 0,2

Tabla 3: Ejemplo de composicion de fraccion dura blanda (fraccion SH)

Componente de acido graso Media (% p/p) Minimo (% p/p) Maximo (% p/p)
c4:0 (acido butirico) 4.0 3,7 4.3
¢6:0 (acido caproico) 2,4 2,1 2,6
¢8:0 (acido caprilico) 1,2 1,1 1,4
¢10:0 (acido caprico) 2,4 2,2 2,7
¢10:1 (2-decenoato) 0,3 0,2 0,3
¢12:0 (acido laurico) 2,5 2,3 2,7
¢12:1 (acido 11-dodecenoico) 0,1 0,0 0,1
¢13:0 br (acido tridecanoico br) 0,1 0,1 0,1
¢13:0 (acido tridecanoico) 0,1 0,1 0,1
c14:0 br (acido miristico br) 0,1 0,1 0,2
c14:0 (acido miristico) 9,8 9,0 10,3
c14:1 (acido miristoleico) 0,8 0,5 0,9
c15:0 iso br 0,4 0,3 0,4
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Componente de acido graso Media (% p/p) Minimo (% p/p) Maximo (% p/p)
¢15:0 ante-iso br 0,5 0,4 0,6
¢15:0 (acido pentadecanoico) 1,4 1,1 1,5
¢16:0 br 0,2 0,2 0,3
¢16:0 (acido palmitico) 32,8 29,8 34,0
¢16:1 (acido palmitoleico) 1,5 1,3 1,8
c17:0 iso br 0,6 0,6 0,7
¢17:0 ante-iso br 0,4 0,4 0,5
¢17:0 (acido margarico) 0,8 0,8 0,9
c17:1 0,3 0,2 0,3
¢18:0 (acido estearico) 13,2 12,5 16,1
¢18:1 (acido oleico) 19,5 17,4 22,2
¢18:2 (acido linoleico) 1,3 1,2 1,5
c18:2 conj 1,2 1,0 1,6
c18:3 0,7 0,6 0,7
¢20:0 (acido araquidico) 0,2 0,2 0,3
c20:1 0,2 0,2 0,3

Tabla 4: Ejemplo de composicion de fraccion dura blanda blanda (fraccion SSH)

Componente de acido graso Media (% p/p) Minimo (% p/p) Maximo (% p/p)
c4:0 (acido butirico) 4.0 3,9 4.3
¢6:0 (acido caproico) 2,4 2,2 2,6
¢8:0 (acido caprilico) 1,4 1,2 1,6
¢10:0 (acido caprico) 2,8 2,4 3,4
¢10:1 (2-decenoato) 0,3 0,3 0,3
¢12:0 (acido laurico) 3,2 2,7 3,8
¢12:1 (acido 11-dodecenoico) 0,1 0,1 0,1
¢13:0 br (acido tridecanoico br) 0,1 0,1 0,1
¢13:0 (acido tridecanoico) 0,1 0,1 0,1
c14:0 br (acido miristico br) 0,2 0,1 0,2
c14:0 (acido miristico) 1,5 10,6 12,2
c14:1 (acido miristoleico) 0,9 0,7 1,0
c15:0 iso br 0,4 0,4 0,5
¢15:0 ante-iso br 0,6 0,6 0,7
¢15:0 (acido pentadecanoico) 1,4 1,2 1,5

13




ES 2 699 084 T3

Componente de acido graso Media (% p/p) Minimo (% p/p) Maximo (% p/p)
¢16:0 br 0,3 0,2 0,3
¢16:0 (acido palmitico) 28,6 25,7 30,0
¢16:1 (acido palmitoleico) 1,8 1,6 2,0
c17:0iso br 0,7 0,6 0,7
c17:0 ante-iso br 0,5 0,5 0,5
¢17:0 (acido margarico) 0,7 0,6 0,8
c17:1 0,3 0,3 0,4
¢18:0 (acido estearico) 10,6 10,2 1,3
¢18:1 (acido oleico) 22,2 20,3 24,8
¢18:2 (acido linoleico) 1,4 1,3 1,5
c18:2 conj 1,3 1,1 1,7
c18:3 0,8 0,8 1,0
¢20:0 (acido araquidico) 0,2 0,1 0,2
c20:1 0,2 0,0 0,3

Tabla 5: Ejemplo de composicién de fraccion blanda blanda blanda (fraccion SSS)

Componente de acido graso Media (% p/p) Minimo (% p/p) Maximo (% p/p)
c4:0 (acido butirico) 4.4 4.0 4.7
¢6:0 (acido caproico) 2,7 2,4 2,8
¢8:0 (acido caprilico) 1,6 1,4 1,8
¢10:0 (acido caprico) 3,4 2,8 3,7
¢10:1 (2-decenoato) 0,4 0,3 0,4
¢12:0 (acido laurico) 3,7 3,2 41
¢12:1 (acido 11-dodecenoico) 0,1 0,1 0,1
¢13:0 br (acido tridecanoico br) 0,2 0,1 0,2
¢13:0 (acido tridecanoico) 0,1 0,1 0,1
c14:0 br (acido miristico br) 0,2 0,2 0,2
c14:0 (acido miristico) 10,2 9,5 11,0
c14:1 (acido miristoleico) 1,2 0,8 1,3
c15:0 iso br 0,5 0,4 0,5
¢15:0 ante-iso br 0,8 0,7 0,9
¢15:0 (acido pentadecanoico) 1,1 0,9 1,2
¢16:0 br 0,3 0,2 0,3
¢16:0 (acido palmitico) 20,0 18,4 21,1
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Componente de acido graso Media (% p/p) Minimo (% p/p) Maximo (% p/p)
¢16:1 (acido palmitoleico) 2,6 2,2 3,0
c17:0iso br 0,6 0,5 0,6
¢17:0 ante-iso br 0,5 0,5 0,5
¢17:0 (acido margarico) 0,4 0,4 0,5
c17:1 0,5 0,5 0,6
¢18:0 (acido estearico) 6,7 5,8 7,8
¢18:1 (acido oleico) 30,8 28,2 33,4
¢18:2 (acido linoleico) 1,9 1,7 2,1
c18:2 conj 1,7 1,3 2,3
c18:3 1,3 1,1 1,4
¢20:0 (acido araquidico) 0,1 0,1 0,1
c20:1 0,3 0,1 0,4

El término "suero beta" significa un ingrediente lacteo acuoso separado de la corriente lactea que contiene mas del
60 % de grasa que ha sufrido una inversion de fase pasando de una emulsion de aceite en agua a una de agua en
aceite, como se describe a continuacién. La crema es el material de partida preferido para la produccion de beta-
suero. Por ejemplo, el beta-suero se produce durante la producciéon de aceite de mantequilla (conocido también
como grasa de leche anhidra o AMF) a partir de la crema, como se muestra en la Figura 2 del documento WO
2006/041316. Preferiblemente, el suero beta es desecado; preferiblemente, el beta-suero desecado es un polvo.

La expresion "grasa de leche con alto contenido de CLA" se usa de manera intercambiable con la expresion "grasa
de leche enriquecida con CLA" y significa grasa de leche que comprende un nivel mas alto de CLA c-9, t-11 o una
sal, éster o precursor del mismo que la grasa de leche normal, y, opcionalmente, un nivel mas alto de uno o mas de
otros isomeros de CLA. La grasa de leche enriquecida con CLA se puede preparar por técnicas conocidas que
incluyen, pero no se limitan a la alimentacion suplementaria con acidos grasos libres de las vacas alimentadas con
pasto, por ejemplo, alimentando las vacas con aceite de pescado y aceite de girasol segun métodos conocidos. La
grasa de leche enriquecida con CLA se prepara tipicamente a partir de leche entera, pero también se puede
preparar a partir de calostro. Una composicion tipica de grasa de leche enriquecida con CLA esta descrita en la
solicitud PCT internacional publicada WO 2005/107736 que se incorpora aqui como referencia. La grasa de leche
enriquecida con CLA se puede preparar también complementando la grasa de leche con CLA, como se describe a
continuacién. En una realizacion, la grasa de leche enriquecida con CLA comprende al menos aproximadamente 2,
4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 0 50 % en peso de CLA, preferiblemente CLA c-9, t-11 o una sal, éster o
precursor del mismo y se pueden seleccionar intervalos Utiles entre cualquiera de estos valores anteriores (por
ejemplo, de aproximadamente 4 % a aproximadamente 7 %). Preferiblemente, la grasa de leche enriquecida con
CLA comprende al menos aproximadamente 2 % de CLA c-9, t-11 en peso, preferiblemente de aproximadamente 2
a 10 % de CLA c-9, t-11 en peso, mas preferiblemente de aproximadamente 4 a 7 % de CLA c-9, t-11 en peso y lo
mas preferiblemente aproximadamente 5 % de CLA c-9, t-11 en peso. En una realizacion, la grasa de leche
enriquecida con CLA comprende isémeros de CLA que comprenden al menos aproximadamente 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95 0 99 % en peso de CLA, preferiblemente CLA c-9, t-11 o una sal, éster o precursor del mismo y se
pueden seleccionar intervalos Utiles entre cualquiera de estos valores anteriores (por ejemplo, de aproximadamente
80 % a aproximadamente 95 %). Preferiblemente, la grasa de leche enriquecida con CLA incluye isdmeros de CLA
que comprenden al menos aproximadamente 50 % de CLA c¢-9, t-11 en peso, preferiblemente de aproximadamente
70 a 80 % de CLA c-9, t-11 en peso.

El término "que comprende" tal como se usa en esta memoria descriptiva significa "que consiste al menos en parte
de". Cuando se interpretan afirmaciones en esta memoria descriptiva que incluyen ese término, las caracteristicas,
precedidas por ese término en cada afirmacién o reivindicacién, necesitan estar todas presentes, pero también
pueden estar presentes otras caracteristicas. Los términos relacionados tales como "comprender" y "comprendido”
se deben interpretar de la misma manera.

El término "acido linoleico conjugado" (CLA) significa uno o mas isomeros de CLA seleccionados de los isomeros del
acido 9,11-octadecadienoico y acido 10,12-octadecadienoico, en forma libre o esterificada, o sus sales, o mezclas
de los mismos, incluyendo los isémeros cis-9,cis-11, cis-9,trans-11, trans-9,cis-11, trans-9,trans-11, cis-10,cis-12,

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 699 084 T3

cis-10,t12, trans-10,cis-12 y trans-10,t12, preferiblemente los isémeros cis-9,cis-11, cis-9,trans-11, trans-10,cis-12 y
cis-10,cis-12, como se describen en la patente de Estados Unidos publicada US 5.585.400, incorporada aqui como
referencia. Las fuentes naturales de CLA tales como cis-9, trans-11 CLA estan descritas por Chin et al (1992) e
incluyen fuentes animales, bacterianas y vegetales. El acido linoleico se puede convertir en CLA por fermentacion
bacteriana con Clostridium sporogenes, Clostridium bifermentans, Clostridium sordellii y Bacteroides sp, por ejemplo
(Verhulst, et al., 1985). Otros organismos Utiles para la fermentacion bacteriana incluyen Butyrivibrio fibrisolvens,
Eubacterium lentum, Propionibacterium freudenreichi, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri, Megasphaera
elsdenii y Bifidobacterium breve. Los aceites de girasol y de cartamo, que contienen aproximadamente 65 % y 76 %
de acido linoleico respectivamente, se pueden usar para la produccién de CLA.

Una "cantidad eficaz" es la cantidad necesaria para conferir un efecto terapéutico. La interrelacion de las dosis para
animales y humanos (basada en miligramos por metro cuadrado de superficie corporal) esta descrita por Freireich,
et al. (1966). El area superficial del cuerpo se puede determinar aproximadamente a partir de la altura y el peso del
sujeto. Véase, por ejemplo, Scientific Tables, Geigy Pharmaceuticals, Ardley, New York, 1970, 537. Las dosis
eficaces varian también, como reconocen los expertos en la técnica, dependiendo de la via de administracion, el uso
de vehiculo y similares.

Los términos "enriquecer" y "enriquecido” significan que la fraccion o composicidn tiene una concentracion mas alta
del componente nombrado que la que esta presente en la leche entera, crema, mantequilla, grasa de leche anhidra,
suero de leche, suero de mantequilla o suero beta, o en la fraccién original a partir de la cual se deriva la fraccién o
composicion. Por ejemplo, una fraccion enriquecida con ganglidésidos es una fraccidon que tiene una concentracion
mas alta de gangliésidos que la leche entera, crema, mantequilla, grasa de leche anhidra, suero de leche, suero de
mantequilla o suero beta. Igualmente, una fraccion enriquecida con fosfolipidos es una fraccion que tiene una
concentracion mas alta de fosfolipidos que la leche entera, crema, mantequilla, grasa de leche anhidra, suero de
leche, suero de mantequilla o suero beta.

El término "fraccion" significa una composicion que se ha aislado de un material de origen y que tiene diferente
composicion que el material de origen del que se aisl6 la fraccion. Por ejemplo, una fraccion de grasa de leche de
mamifero no humano, tal como una fraccién de grasa de leche de oveja, cabra, cerdo, ratdn, bufalo de agua,
camello, yak, caballo, burro, llama o bovino, preferiblemente una fraccion de grasa de leche bovina, difiere en su
composicion de la grasa de leche natural en la leche entera. En realizaciones alternativas, la concentracion en la
fraccion es mas alta que la concentracién en la leche entera, o en el calostro entero, o en la crema de leche, o en la
crema de calostro, o en la AMF de leche, o en la AMF de calostro. El material de origen preferido util de la presente
memoria incluye leche entera, crema, grasa de leche anhidra, suero de leche, suero de mantequilla o suero beta, o
crema de suero de leche bovina. Las fracciones preferidas son fracciones de lipidos, como se describe en la
presente memoria.

Por consiguiente, la expresion "fraccion de grasa de leche enriquecida con fosfolipidos" significa una fraccion aislada
de grasa de leche de mamifero no humano donde la concentracion de fosfolipidos de la fraccion es mas alta que la
concentracion de fosfolipidos de la grasa de leche de mamiferos no humanos que se produce naturalmente.
Preferiblemente, la concentracion de al menos un fosfolipido o al menos un fosfolipido y al menos un ganglidsido en
una fraccion util de la presente memoria es al menos aproximadamente 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o0 100 % mas alta que la concentracion en la grasa de la leche de mamiferos no
humanos que se produce naturalmente, y se pueden seleccionar intervalos Utiles entre estos valores. En
realizaciones alternativas, la concentracion en la fraccidon es mas alta que la concentracién en la leche entera, o en
el calostro entero, o en la crema de leche, o en la crema de calostro, o en la AMF de leche, o en la AMF de calostro.

Igualmente, la expresion "fraccion de grasa de leche enriquecida con gangliosidos" significa una fraccion aislada de
grasa de leche de mamiferos no humanos donde la concentracion de gangliésidos de la fraccién es mas alta que la
concentracion de fosfolipidos de la grasa de leche de mamiferos no humanos que se produce naturalmente.
Preferiblemente, la concentracién de al menos un gangliésido o al menos un gangliésido y al menos un fosfolipido
en una fraccion util de la presente memoria es al menos aproximadamente 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o0 100 % mas alta que la concentracién en la grasa de leche de mamiferos no
humanos que se produce naturalmente, y se pueden seleccionar intervalos Utiles entre estos valores. En
realizaciones alternativas, la concentracion en la fraccidon es mas alta que la concentracién en la leche entera, o en
el calostro entero, o en la crema de leche, o en la crema de calostro, o en la AMF de leche, o en la AMF de calostro.

La expresion "fragmento de lactoferrina funcional" significa una porcién natural o no natural de un polipéptido de
lactoferrina que tiene actividad cuando se analiza segun los ejemplos que siguen, e incluye fragmentos funcionales
de iones metalicos. Los fragmentos de lactoferrina Utiles incluyen polipéptidos de lactoferrina truncados, hidrolizados
de lactoferrina de unién a iones metalicos, fragmentos que comprenden el receptaculo de unién (binding pocket) de
iones metdlicos al l16bulo N, fragmentos que comprenden el receptaculo de unién de iones metalicos al I6bulo C y
fragmentos de unién a iones metalicos generados (por procedimientos naturales o artificiales) e identificados por
técnicas conocidas como se expone mas adelante. Las solicitudes de patente internacional publicadas WO
2006/054908 y WO 2007/043900 informan sobre la preparacion y el uso de fragmentos de lactoferrina y se incorpora
cada una a la presente memoria como referencia.
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La expresion "variante de lactoferrina funcional" significa una variante de un polipéptido de lactoferrina que tiene
actividad cuando se ensaya segun los ejemplos que siguen, e incluye variantes funcionales de iones metalicos.

El término "polipéptido de lactoferrina” se refiere a una secuencia de aminoacidos de lactoferrina natural glucosilada
0 no glucosilada o una secuencia de lactoferrina homoéloga de una especie tal como las que se describen a
continuacion. Un polipéptido de lactoferrina tiene dos receptaculos de unioén a iones metalicos, por lo que se puede
unir a iones metalicos en una relacion estequiométrica de 2 iones metalicos por molécula de lactoferrina. Un
receptaculo de union a iones metalicos esta presente en el I6bulo N-terminal (N-l6bulo) de la lactoferrina y el otro
receptaculo esta presente en el I6bulo C-terminal (C-lébulo). Se pueden encontrar secuencias verificadas de
lactotransferrinas (precursores de lactoferrina), lactoferrinas y péptidos bovinos y humanos en Swiss-Prot
(http://au.expasy.org/cgi-bin/sprot-search-ful). Los polipéptidos de lactoferrina indicativos incluyen el precursor de
lactotransferrina bovina nimero de acceso P24627, la lactoferrina bovina, el precursor de lactotransferina humana
numero de acceso P02788 y la lactoferrina humana. Las solicitudes de patente internacional publicadas WO
2006/054908 y WO 2007/043900 describen la preparacion (incluyendo el aislamiento de la leche) y el uso de
polipéptidos, fragmentos, hidrolizados de lactoferrina y sus secuencias de aminoacidos, y cada solicitud se incorpora
a la presente memoria como referencia. Los polipéptidos de lactoferrina se pueden unir a niveles "naturales" de
iones metalicos, tipicamente iones de hierro. Por ejemplo, la lactoferrina bovina tiene naturalmente de
aproximadamente 10 % a 20 % (preferiblemente 15 %) de hierro saturado. La apo-lactoferrina y la lactoferrina de al
menos 1 % de saturacion de iones metalicos son utiles en la presente memoria.

Las expresiones "lactoferrina con ion metalico", "lactoferrina saturada de ion metalico", "fragmento de lactoferrina
con ion metalico" y "fragmento de lactoferrina saturada de ion metalico" se refieren a una poblacién de polipéptidos o
fragmentos de lactoferrina que proporcionan una poblacidon con receptaculos de unién a iones metalicos donde al
menos aproximadamente 25 % de los receptaculos de unién a iones metalicos presentes en la poblacion tienen un
ion metalico unido. Se debe entender que la poblaciéon puede contener polipéptidos de diferentes especies; por
ejemplo, algunas moléculas que no se unen a ningun ion y otras que se unen a uno o dos iones. En los casos en
que se utilizan diferentes iones metalicos, algunas moléculas se pueden unir a un ion metalico seleccionado, por
ejemplo, del grupo que comprende iones de aluminio, bismuto, cobre, cromo, cobalto, oro, hierro, manganeso,
osmio, platino, rutenio, zinc, u otros iones que se coordinaran especificamente en un receptaculo de unién a iones
metdlicos de lactoferrina, y otros se pueden unir a un ion diferente. En algunos casos, la poblacion puede
comprender polipéptidos implicados en la unién no especifica a iones, donde uno o mas iones, preferiblemente iones
metalicos, no estan especificamente unidos, es decir, no estan unidos en el receptaculo de unién de iones metalicos
al polipéptido. Ejemplos no limitantes de iones que se pueden unir de manera no especifica a los polipéptidos de
lactoferrina son el calcio y el selenio. Se pueden lograr diversos grados de saturacion y el grado de saturacion se
puede determinar por analisis espectrofotométrico mediante métodos conocidos - véase por ejemplo, la solicitud
internacional publicada WO 2007/043900 que se incorpora a la presente memoria como referencia. En una
realizacién, al menos aproximadamente 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5, 99,9 o0 100 % de los receptaculos de unién a iones metalicos presentes en la
poblacién de moléculas de lactoferrina tienen un ion metalico unido y se pueden seleccionar intervalos utiles entre
cualquiera de los valores anteriores (por ejemplo, de aproximadamente 5 a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 10 a aproximadamente 100 %, de aproximadamente 15 a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 20 aproximadamente 100 %, de aproximadamente 25 a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 30 aproximadamente 100 %, de aproximadamente 35 a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 40 aproximadamente 100 %, de aproximadamente 45 a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 50 aproximadamente 100 %, de aproximadamente 55 a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 60 aproximadamente 100 %, de aproximadamente 65 a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 70 aproximadamente 100 %, de aproximadamente 75 a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 80 aproximadamente 100 %, de aproximadamente 85 a aproximadamente 100 %, de
aproximadamente 90 a aproximadamente 100 %, de aproximadamente 95 a aproximadamente 100 % y de
aproximadamente 99 a aproximadamente 100 %).

0o oo 0w

El término "grasa de leche" incluye lipidos y fracciones de lipidos, hidrolizados de lipidos e hidrolizados de fracciones
de lipidos de la leche de mamiferos. En algunas realizaciones, la grasa de leche puede ser cualquier grasa de leche
de mamiferos que incluye pero no se limita a grasa de leche bovina, de oveja, de cabra, de cerdo, de ratéon, de
bufalo de agua, de camello, de yak, de caballo, de burro, de llama o humana, siendo la grasa de leche bovina una
fuente preferida. Las grasas de leche preferidas son las grasas lacteas, en particular las grasas de leche bovina. La
grasa de leche preferida tiene uno o mas entre acido palmitico, acido oleico, acido estearico o acido miristico como
el acido o acidos grasos mas abundantes presentes, preferiblemente los acidos palmitico, oleico, estearico y
miristico son los acidos grasos presentes mas abundantes. En realizaciones particularmente preferidas, la grasa de
leche, tal como la crema o AMF, por ejemplo, tiene a) sustancialmente el mismo porcentaje en peso de acido
palmitico que la grasa de leche bovina normal (entre aproximadamente 23 % (p/p) y aproximadamente 32 % (p/p),
tipicamente aproximadamente 28 % (p/p) - véase la tabla 1.2, PF Fox and PLH McSweeney eds, Advanced Dairy
Chemistry Volume 2 - Lipids, 3rd Ed, Springer NY, NY (2006) ISBN-10:0- 387-26364-0); b) sustancialmente el mismo
porcentaje en peso de acido oleico que la grasa de leche bovina normal (entre aproximadamente 15 % (p/p) y
aproximadamente 22 % (p/p), tipicamente aproximadamente 17 % (p/p) - véase Fox and McSweeny ibid); c)
sustancialmente el mismo porcentaje en peso de acido estearico que la grasa de leche bovina normal (entre

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 699 084 T3

aproximadamente 10 % (p/p) y aproximadamente 15 % (p/p), tipicamente aproximadamente 12 % (p/p) - véase Fox
and McSweeny ibid); d) sustancialmente el mismo porcentaje en peso de acido miristico que la grasa de leche
bovina normal (entre aproximadamente 9 % (p/p) y aproximadamente 12 % (p/p), tipicamente aproximadamente 11
% (p/p) - véase Fox and McSweeny ibid); e) dos cualquiera de a), b), c) o d) anteriores; f) tres cualquiera de a), b), c)
o d) anteriores; g) cada uno de a), b), c) y d) anteriores. Se prefiere la grasa de leche anhidra (AMF), particularmente
AMF que tiene sustancialmente el mismo porcentaje en peso de composicion de acido palmitico, oleico y estearico
que la grasa de leche bovina normal, mas preferiblemente sustancialmente la misma composicion de acido graso
que la grasa de leche bovina normal (véase Fox and McSweeny ibid). Las fracciones de grasa de leche preferidas
incluyen también crema, mantequilla, grasa de leche anhidra (AMF) (tipicamente producidas por inversion de fase de
la crema o deshidrataciéon de la mantequilla), suero de leche, suero de mantequilla, suero beta, fracciones de grasa
de leche dura procedentes de una o mas etapas de fraccionamiento (incluyendo las fracciones H, SH y SSH),
fracciones de grasa de leche blanda procedentes de una o mas etapas de fraccionamiento (incluyendo las
fracciones S, SS y SSS), combinaciones de fracciones de grasa de leche dura, combinaciones de fracciones de
grasa de leche blanda, combinaciones de fracciones de grasa de leche dura y fracciones de grasa de leche blanda,
fracciones de esfingolipidos (incluyendo fracciones de esfingomielina, fracciones de ceramida, fracciones de
cerebrésidos o fracciones de gangliésidos, o cualquier combinacién de dos o mas de las mismas), fracciones de
lipidos de la membrana de los glébulos de grasa de leche, fracciones de fosfolipidos y fracciones de lipidos
complejos, o cualquier combinacion de dos o mas de los mismos, e hidrolizados de uno o mas de los mismos, y
fracciones de los hidrolizados, combinaciones de dos o mas hidrolizados, y combinaciones de una o mas fracciones
hidrolizadas y/o una o mas fracciones no hidrolizadas. Preferiblemente, la grasa de leche comprende al menos
aproximadamente 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95, 99 o 100 % de lipidos, y se pueden seleccionar intervalos
Utiles entre cualquiera de estos valores (por ejemplo, de aproximadamente 60 a aproximadamente 100, de
aproximadamente 70 a aproximadamente 100, de aproximadamente 80 a aproximadamente 100, de
aproximadamente 85 a aproximadamente 100, de aproximadamente 90 a aproximadamente 100, de
aproximadamente 95 a aproximadamente 100, de aproximadamente 96 a aproximadamente 100, de
aproximadamente 97 a aproximadamente 100, de aproximadamente 98 a aproximadamente 100, y de
aproximadamente 99 a aproximadamente 100 %, preferiblemente de aproximadamente 40 % o mas a
aproximadamente 100 %).

El término "administracion oral" incluye administracion oral, bucal, enteral e intragastrica.

El término "administracion parenteral” incluye, pero no se limita a administracion tépica (incluyendo la administracion
a cualquier superficie dérmica, epidérmica o mucosal), subcutanea, intravenosa, intraperitoneal e intramuscular.

El término "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un vehiculo que incluye pero no se limita a un
excipiente, diluyente o auxiliar, o combinacion de los mismos, que se puede administrar a un sujeto como un
componente de una composicion descrita en la presente memoria que no reduce la actividad de la composicion y no
es téxico cuando se administra en dosis suficientes para liberar una cantidad eficaz de un compuesto o composiciéon
util de la presente memoria. Las formulaciones se pueden administrar por via oral, nasal o parenteral (incluyendo
topicamente, intramuscularmente, intraperitonealmente, subcutaneamente e intravenosamente).

Un "sujeto" es un animal, preferiblemente un mamifero, mas preferiblemente, un animal de compafia mamifero o un
ser humano. Los animales de compafiia preferidos incluyen gatos, perros y caballos. En una realizacion, el ser
humano es un adulto, un nifio o un lactante, o un adulto, nifio o lactante inmunodeprimido.

El término "tratar" y sus derivados se deben interpretar en su contexto mas amplio posible. No se debe tomar el
término para implicar que un sujeto es tratado hasta la recuperacion total. Por consiguiente, "tratar" incluye
ampliamente la mejoria y/o la prevencion de la aparicion de los sintomas o la gravedad de una afeccién particular.

2. Grasa de leche y fraccionamiento de grasa de leche.

La grasa de leche es analizada exhaustivamente por Fox and McSweeney (2006), incorporado a esta memoria como
referencia. Ademas de los lipidos, la grasa de leche incluye vitaminas, esteroles y componentes menores. Véase
Chapter 1, Composition and Structure of Bovine Milk Lipids, Fox and McSweeney, para una descripcion de la grasa
de leche bovina natural. El fraccionamiento de la grasa de leche es analizado en el Dairy Processing Handbook,
1995, y por lllingworth, 2002, y por Rombaut et al, 2006(b), todos incorporados a esta memoria como referencia. La
variacion estacional de la grasa de leche es analizada por Fox and McSweeney (2006).

Los ejemplos de fracciones de grasa de leche dutiles segun la invencion incluyen crema (tipicamente de
aproximadamente 20 a aproximadamente 40 % de grasa en peso, preferiblemente de aproximadamente 40 % de
grasa en peso), mantequilla, ghee, grasa de leche anhidra (AMF) (tipicamente producida por inversion de fase de
crema o deshidratacion de la mantequilla), suero de leche, suero de mantequilla, suero beta, fracciones de grasa de
leche dura, fracciones de grasa de leche blanda, fracciones de esfingolipidos, fracciones de membrana globular de
grasa de leche, fracciones de lipidos de membrana globular de grasa de leche, fracciones de fosfolipidos y
fracciones de lipidos complejos (lipidos que producen 3 o mas tipos de productos de hidrdlisis por molécula), y
combinaciones de los mismos, e hidrolizados de los mismos.
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El suero de leche, el suero de mantequilla y el suero beta son analizados por Bylund, 1995, Rombaut et al, 2005,
Rombaut et al, 2006 (a), Rombaut et al, 2006 (b), y la solicitud internacional publicada WO 2006/041316, por
ejemplo, incorporados todos a la presente memoria como referencia. El suero de leche es un término usado para
describir la fase liquida acuosa obtenida de la producciéon de mantequilla tradicional utilizando un procedimiento de
fabricacion de mantequilla que puede ser un procedimiento en lotes (batido) o un procedimiento continuo (Fritz).
Suero de leche es también un término usado para describir el subproducto acuoso producido por la etapa de
concentracion de la crema del método tradicional de produccion de AMF a partir de la crema. Este método
tradicional incluye la concentracion y después la inversion de fase de la crema para producir un aceite que se
concentra y se pule después para producir AMF. Finalmente, suero de leche también es un término usado para
describir una combinacion de los subproductos secundarios de suero desnatado y beta de un procedimiento de dos
sueros para la produccion de AMF - véase, por ejemplo, Bylund (Ed., 1995) y la solicitud internacional publicada WO
2006/041316 (véase la Figura 2) que describen este procedimiento en detalle. En ese procedimiento de dos sueros,
el subproducto de la etapa de concentracion de la crema se separa después para producir suero desnatado
secundario y el subproducto de la etapa de concentracion de aceite se separa adicionalmente para producir el suero
beta. En los dos primeros casos, el suero de leche se produce antes de que haya tenido lugar ninguna inversion de
fase. En el tercer caso, el suero de leche es una combinacion de suero desnatado secundario producido antes de la
inversion de fase y el suero beta producido después de la inversion de fase. La concentracion y el pulido en estos
procesos se alcanza tipicamente por centrifugacion. La inversion de fase se logra tipicamente por homogeneizacion.
Se debe entender que la fuente de estas fracciones de lipidos lacteos puede ser la leche o el calostro o una
combinacién de los mismos.

Los materiales de partida utiles para el fraccionamiento incluyen crema, AMF, suero de leche, suero de mantequilla
o suero beta, procedentes de leche o de calostro o una combinacién de los mismos.

El fraccionamiento en multiples etapas de la grasa de leche se puede realizar por cristalizacién diferencial. Las
fracciones de grasa de leche se calientan a una temperatura establecida y las fracciones cristalizadas o sdlidas
("estearina" - fraccion dura) y liquidas ("oleina" - fraccion blanda) se separan. El fraccionamiento en varias etapas se
refiere al re-fraccionamiento en una etapa posterior de un producto de una etapa previa de fraccionamiento. Las
fracciones blandas sucesivas se pueden producir por fraccionamiento de las fracciones blandas originales en sub-
fracciones blandas y duras.

Otros métodos de fraccionamiento incluyen inversion de fase, interesterificacion, glicerolisis, fraccionamiento con
disolvente (tal como con etanol, agua o acetona, utilizados solos o secuencialmente), fraccionamiento supercritico
(véase Astaire, et al, 2003, por ejemplo), fraccionamiento casi critico (véase el documento WO 2004/066744, por
ejemplo), destilaciéon, fraccionamiento centrifugo, cristalizacion en suspensién, cristalizaciéon en seco,
fraccionamiento con un modificador (por ejemplo, jabones o emulsionantes), ultrafiltracion, microfiltracion y cualquier
procedimiento de fraccionamiento de lipidos conocido en la técnica, y combinaciones de estos métodos, todos
conocidos en la técnica.

En una realizacion, el método de fraccionamiento se selecciona del fraccionamiento con disolvente de la crema,
AMF, suero de leche, suero de mantequilla o suero beta, utilizando etanol, agua o acetona, solos o secuencialmente.

Los lipidos presentes en las composiciones de la invencion pueden estar total o parcialmente modificados, ya sea de
forma natural, quimicamente, enzimaticamente o por cualquier otro método conocido en la técnica, incluyendo, por
ejemplo, glucosilado, sialilado, esterificado, fosforilado o hidrolizado. Los hidrolizados de lipidos se pueden preparar
usando técnicas conocidas, que incluyen pero no se limitan a hidrélisis acida, hidrélisis basica, hidrélisis enzimatica
utilizando una lipasa, por ejemplo, como se describe en Fox and McSweeney ((2006), Chapter 15 por HC Deeth and
CH Fitz-Gerald), y fermentacion microbiana. Un método de hidrdlisis basica incluye afiadir KOH al 1 % (en etanol) y
calentar durante 10 minutos. El material hidrolizado se puede neutralizar con acido acético o acido clorhidrico.

El material de la membrana de los glébulos de grasa de leche se puede aislar segun el método de acidificacion de
Kanno & Dong-Hyun, 1990, y se puede fraccionar ademas en fracciones de lipidos y proteinas mediante la adicion
de metanol, como esta descrito por Kanno et al, 1975. Se puede aislar una fraccién de fosfolipidos por extraccion de
la mezcla lipidica con acetona segun el procedimiento de Purthi et al, 1970. El residuo lipidico se puede enriquecer
aun mas en los lipidos de la membrana de los glébulos de grasa de leche mediante la extraccion selectiva de lipidos
no polares con pentano.

Los métodos de fraccionamiento utiles para producir fracciones de grasa de leche utiles en la presente memoria se
describen también en las solicitudes de patente internacional publicadas WO 2006/041316, WO 2007/123424 y WO
2007/123425, que se incorporan aqui como referencia en su totalidad.

Las fracciones de grasa de leche particularmente preferidas utiles en la presente memoria incluyen las descritas en
los ejemplos que siguen y las resumidas en las siguientes tablas. Estas fracciones pueden ser emulsiones o
fracciones secas, y pueden ser polvos, opcionalmente con componentes que incluyen adyuvantes de flujo tales
como lactosa afiadida para mejorar la fluidez.
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Tabla 6 - Fracciones de grasa de leche.

Fraccion
1 2 3 4 5 6
Componente (% p/p) H SH SSH S SS SSS
Proteina <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Grasa (lipido neutro) 99,9 99,9 99,9 99,9 99,9 99,9
Fosfolipido <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Lactosa <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Cenizas <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Humedad <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
<0,01 = cantidades traza
Tabla 7 - Fracciones de fosfolipidos y ganglidsidos
Fraccion
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Componente Suero PC500™ | PC700™ G500™ | G6OQ™
(Yop/p) beta
Proteina 30,2 49,7 | 60,2 | <0,01 | <0,01 | 12,4 0,0 0,0 ND <2% 10,2
MFGM 75 11,9 | 144 | 0,2 ND ND 0,0 0,0 ND ND ND
Grasa 20,6 356 | 23,1 | 94,2 | 86,8 | 90,2 87,0 84,4 84,6 35,5 27,9
Fosfolipido 9,7 14,9 | 16,0 | 31,0 | 65,7 | 66,8 24,7 60,2 27,6 17,6 15,1
PC 25 3,8 4,9 8,1 16,8 | 15,0 8,0 19,2 3,2 3,1 2,0
PI 0,8 1,1 1,5 2,8 5,8 6,0 0,7 2,0 6,0 2,8 2,9
PS 1,1 1,6 2,1 4,3 8,7 7,6 1,0 24 7,3 3,5 4,0
PE 2,8 4,3 5,4 11,3 | 23,6 | 21,8 7,7 17,0 6,4 4,9 4.4
SM 24 3,6 4,5 75 16,5 | 13,6 6,9 16,7 3,5 2,8 1,6
Gangliésidos 0,4 0,7 1,0 1,2 2,0 2,0 0,0 0,0 4,5 1,3 2,0
GD3 0,4 0,6 0,9 1,1 1,8 1,8 0,0 0,0 4,0 0,6 1,8
Lactosa ND 78 | 11,7 | 2,6 6,4 4,0 41 6,2 8,3 54,9 58,0
Cenizas ND 5,2 5,9 3,1 12,1 9,1 13,3 7.4 7,0 5,0 8,3
Humedad 1,9 2,7 2,9 2,6 4,6 2,3 2,2 2,0 3,7 3,2 2,8

ND = no determinado; <0,01 = cantidades traza

3. Composiciones utiles segun la invencion.

Una composicion util de la presente memoria se puede formular como un alimento, bebida, aditivo alimentario,
aditivo para bebida, suplemento dietético, producto nutricional, alimento médico, producto de alimentacién enteral o
parenteral, sustituto de comida, cosmecéutico o producto farmacéutico. Las formulaciones apropiadas pueden ser
preparadas por un experto en la técnica con respecto a la técnica y la ensefianza de esta memoria descriptiva.
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En una realizacion, las composiciones utiles en la presente memoria incluyen cualquier producto de consumo
comestible que sea capaz de transportar lipidos. Los ejemplos de productos de consumo comestibles adecuados
incluyen polvos, liquidos, productos de confiteria incluyendo chocolate, geles, helados, productos de fruta
reconstituidos, barras de snack, barras de alimentos, barras de muesli, pastas, salsas, aderezos, productos lacteos
que incluyen yogures y quesos, bebidas que incluyen bebidas a base de lacteos y de no lacteos (tales como bebidas
lacteas y bebidas de yogur), leche en polvo, suplementos deportivos incluyendo suplementos deportivos a base de
lacteos y de no lacteos, aditivos alimentarios tales como chispas de proteinas, productos de suplementos dietéticos
que incluyen comprimidos de suplementos diarios, alimentos de destete y yogures y férmulas tales como férmula
para lactantes, férmula de continuacion o férmula de crecimiento en polvo o liquido. Dentro de esta realizacién, una
composicion preferida Util de la presente memoria puede ser una férmula de lactantes, una féormula de continuaciéon
o una férmula de crecimiento, en forma de polvo o liquido. Las composiciones nutracéuticas adecuadas Utiles en la
presente memoria se pueden proporcionar en formas similares.

Los ejemplos de formulas tales como férmula de lactantes, férmula de continuacién o férmula de crecimiento, en
forma liquida o en polvo, incluyen los siguientes. Un ejemplo de una férmula para lactantes, una formula de
continuacién o una formula de crecimiento util de la presente memoria comprende (p/p)

(a) 30 - 60 % de lactosa

(b) 15 - 35 % de aceites vegetales

(c) 0 - 40 % de leche desnatada en polvo

(d) 0 - 40 % de proteinas de suero, tal como una WPC o WPI, preferiblemente un 80 % de WPC (WPC80)
(e) 1 - 50 % de un agente util de la presente memoria.

Otro ejemplo de una férmula para lactantes, una férmula de continuacién o una férmula de crecimiento util de la
presente memoria comprende (p/p)

(a) 40 - 60 % de lactosa

(b) 20 - 30 % de aceites vegetales

(c) 10 - 15 % de leche desnatada en polvo

(d) 6 - 8 % de proteinas de suero, preferiblemente WPC80
(e) 1 - 10 % de un agente util de la presente memoria.

Otro ejemplo de una férmula para lactantes, una férmula de continuacién o una férmula de crecimiento util de la
presente memoria comprende (p/p)

(a) 40 - 60 % de lactosa

(b) 20 - 30 % de aceites vegetales

(c) 10 - 15 % de leche desnatada en polvo

(d) 6 - 8 % de proteinas de suero, preferiblemente WPC80
(e) 1 -5 % de un agente util de la presente memoria.

Otro ejemplo de una féormula para lactantes, una férmula de continuacién o una férmula de crecimiento util de la
presente memoria comprende (p/p)

(a) 40 - 60 % de lactosa

(b) 20 - 30 % de aceites vegetales

(c) 10 - 15 % de leche desnatada en polvo

(d) 6 - 8 % de proteinas de suero, preferiblemente WPC80
(e) 2 - 5 % de un agente util de la presente memoria.

Otro ejemplo de una féormula para lactantes, una férmula de continuacién o una férmula de crecimiento util de la
presente memoria comprende (p/p)

(a) 30 - 60 % de lactosa
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(b) 15 - 35 % de aceites vegetales
(c) 0 - 40 % de leche desnatada en polvo
(d) 0 - 40 % de proteinas de suero, preferiblemente WPC80

(e) 1 -50 % de un agente util de la presente memoria, tal como polvo de suero beta o una fraccién del mismo,
tal como una fraccién obtenida de suero beta enriquecido en lipidos polares o reducido en lipidos neutros o
ambos.

Otro ejemplo de una féormula para lactantes, una férmula de continuacién o una férmula de crecimiento util de la
presente memoria comprende (p/p)

(a) 40 - 60 % de lactosa

(b) 20 - 30 % de aceites vegetales

(c) 10 - 15 % de leche desnatada en polvo

(d) 6 - 8 % de proteinas de suero, preferiblemente WPC80

(e) 1 -5 % de un agente util de la presente memoria, tal como polvo de suero beta o una fraccion del mismo, tal
como una fraccién obtenida de suero beta enriquecido en lipidos polares o reducido en lipidos neutros o ambos.

Cualquiera de estas férmulas para lactantes puede comprender también de 0,1 a 4 % p/p, preferiblemente de 2 a 4
% p/p de una o mas de una premezcla de vitaminas, una premezcla mineral, lecitina, uno o mas antioxidantes, uno o
mas estabilizantes, o uno o mas nucledtidos, o una combinacion de dos o mas de los mismos. En algunas
realizaciones, estas férmulas para lactantes se pueden formular para proporcionar entre 2700 y 3000 kJ/L.

En realizaciones alternativas, las composiciones Utiles en la presente memoria se pueden formular para permitir la
administracion a un sujeto por cualquier via elegida, incluyendo pero sin limitarse a la administracion oral o
parenteral (incluyendo la administracion tépica, subcutanea, intramuscular e intravenosa).

Por lo tanto, una composicién farmacéutica util segun la invencién se puede formular con un vehiculo apropiado
farmacéuticamente aceptable (incluyendo excipientes, diluyentes, auxiliares y combinaciones de los mismos)
seleccionado con respecto a la via de administracion prevista y la practica farmacéutica estandar. Por ejemplo, una
composicion util segun la invencion se puede administrar por via oral como un polvo, liquido, comprimido o capsula,
o tépicamente como una pomada, crema o lociéon. Las formulaciones adecuadas pueden contener agentes
adicionales si fuera necesario, incluyendo agentes emulsionantes, antioxidantes, saborizantes o colorantes, y se
pueden adaptar para liberaciéon inmediata, retardada, modificada, sostenida, pulsada o controlada.

Las capsulas pueden contener cualquier material estandar farmacéuticamente aceptable, tal como gelatina o
celulosa. Los comprimidos se pueden formular segun los procedimientos convencionales mediante compresion de
mezclas de los ingredientes activos con un vehiculo solido y un lubricante. Los ejemplos de vehiculos sdlidos
incluyen almidén y azlcar bentonita. Los ingredientes activos también se pueden administrar en forma de un
comprimido o una capsula de cubierta dura que contienen un aglutinante, por ejemplo, lactosa o manitol, una carga
convencional y un agente de compresion. Las composiciones farmacéuticas también se pueden administrar por via
parenteral. Los ejemplos de formas farmacéuticas parenterales incluyen soluciones acuosas, solucion salina
isotonica o glucosa al 5 % del agente activo u otros excipientes farmacéuticamente aceptables bien conocidos. Las
ciclodextrinas, u otros agentes solubilizantes bien conocidos por los familiarizados con la técnica, se pueden utilizar
como excipientes farmacéuticos para la administracion del agente terapéutico.

La eficacia de una composicion util segun la invencion se puede evaluar tanto in vifro como in vivo. Véase, p. €j, los
ejemplos mas adelante. Brevemente, la composicion se puede analizar en cuanto a su capacidad para inhibir la
infeccion por rotavirus in vitro. Para estudios in vivo, la composicion se puede dar como alimento o se puede inyectar
en un animal (por ejemplo, un ratén) y después se evalian sus efectos sobre la infeccion viral. En base a los
resultados, se puede determinar un intervalo de dosificacion y una via de administracion apropiados.

Las composiciones utiles en la presente memoria se pueden usar solas o en combinaciéon con uno o mas de otros
agentes terapéuticos. El agente terapéutico puede ser un alimento, bebida, aditivo alimentario, aditivo para bebidas,
componente alimentario, componente de bebida, suplemento dietético, producto nutricional, alimento médico,
nutracéutico, medicamento o producto farmacéutico. El agente terapéutico es preferiblemente efectivo para atenuar
uno o mas de los sintomas de una infeccién por rotavirus.

Cuando se usa en combinacién con otro agente terapéutico, la administracion de una composicion util de la presente
memoria y el otro agente terapéutico puede ser simultanea o secuencial. La administracién simultanea incluye la
administracion de una forma farmacéutica Unica que comprende todos los componentes o la administraciéon de
formas farmacéuticas separadas, sustancialmente al mismo tiempo. La administracion secuencial incluye la
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administracion segun diferentes programas, preferiblemente de modo que haya una superposiciéon en los periodos
durante los cuales se proporcionan la composicion util de la presente memoria y otro agente terapéutico.

Los agentes adecuados con los que las composiciones utiles en la presente memoria pueden ser coadministradas
incluyen agentes antivirales, teaflavinas, inhibidores de las proteasas, inmunoglobulina de yema de huevo, lipido
sintético sialil sulfatado NMSOs3, lactaderina de la leche humana (una glucoproteina de la membrana de los glébulos
de grasa de leche), mucina MUCH1, fraccion de proteina macromolecular de suero bovino, y combinaciones de las
mismas, y otros agentes adecuados conocidos en la técnica.

En una realizacion, una composicion util de la presente memoria incluye o se administra de forma simultanea o
secuencial con componentes de la leche tales como proteinas de suero, fracciones de proteinas de suero
(incluyendo fracciones de proteinas de suero acidas o basicas o una combinacién de las mismas),
glucomacropéptido, lactoferrina, lactoferrina-hierro, una variante de lactoferrina funcional, un fragmento de
lactoferrina funcional, una vitamina D o calcio, o combinaciones de los mismos. Las composiciones utiles que
contienen componentes lacteos incluyen composiciones tales como alimentos, bebidas, aditivos alimentarios,
aditivos para bebidas, suplementos dietéticos, productos nutricionales, alimentos médicos o nutracéuticos. También
se pueden emplear fracciones de leche enriquecidas en estos componentes. Las lactoferrinas, fragmentos y
composiciones Utiles se describen en las solicitudes de patente internacionales WO 03/082921 y WO 2007/043900,
incorporadas ambas a esta memoria como referencia en su totalidad.

Se debe entender que los agentes terapéuticos adicionales enumerados anteriormente (tanto agentes basados en
alimentos como agentes farmacéuticos) se pueden emplear también en un método segun la invencién en donde se
administran por separado, simultdneamente o secuencialmente con una composicién util de la presente memoria.

Como se apreciara, la dosis de la composicion administrada, el periodo de administracion y el régimen de
administracion general pueden diferir entre sujetos dependiendo de variables tales como la gravedad de los
sintomas de un sujeto, el tipo de trastorno a tratar, el modo de administracion elegido, y la edad, el sexo y/o la salud
general de un sujeto. Sin embargo, a modo de ejemplo general, los inventores contemplan la administracion de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 1000 mg por kg de peso corporal al dia de una composicion util de la
presente memoria, preferiblemente de aproximadamente 50 a aproximadamente 500 mg por kg al dia,
alternativamente de aproximadamente 150 a aproximadamente 410 mg/kg/dia o de aproximadamente 110 a
aproximadamente 310 mg/kg/dia. En una realizacion, los inventores contemplan la administracion de
aproximadamente 0,05 mg a aproximadamente 250 mg por kg de peso corporal de una composicion farmacéutica
util de la presente memoria.

Se debe apreciar que la administracion puede incluir una dosis diaria Unica o la administracién de una serie de dosis
discretas divididas, segun sea apropiado.

Varios aspectos de la invencion se ilustraran ahora de manera no limitativa por referencia a los siguientes ejemplos.
Ejemplos
Analisis de muestras

Los niveles de proteinas se determinaron por el nitrégeno total multiplicado por 6,38. Los niveles de fosfolipidos se
determinaron por 3'P NMR. Los niveles de gangliésidos se determinaron como sigue. Por triplicado, se pesaron
aproximadamente 0,1 g de polvo en un tubo de kimax de 16 ml y se registro el peso. Se afiadieron 6 ml de metanol y
se mezclaron mediante agitacion con voértex durante 1 minuto. La solucion se incub6 a 50 °C durante 10 minutos,
después se afiadieron 6 ml de agua y se mezcloé mediante agitacion con vértex. La solucion se dejo reposar durante
2 horas a 4 °C para sedimentar y se tomd una muestra y se pasé a través de un filiro de 0,45 ym. Se analizo la
muestra por HPLC. Se utilizé una columna de Waters Cosmosil™ 5NH2-MS (Nacalai Tesque Inc, USA) con un
protector de seguridad NH2 (Phenomenex™ AJO-4302 en un soporte Phenomenex™ KJO-4282). El cartucho
protector se cambié todos los dias de andlisis. Las inyecciones de muestra se inyectaron en la columna y se
eluyeron a un caudal de 2 ml/min utilizando disolvente A (90 % de acetonitrilo, 5 % de agua y 5 % de tampon de
fosfato 5 mM, pH 5,6) y disolvente B (50 % de acetonitrilo, 45 % de agua y 5 % de tampdn fosfato 200 mM pH 5,6).
Se utilizé el siguiente gradiente:100 % de A durante 3,5 min, después desde 100 % de A hasta 55 % de A durante
26,5 min, luego desde 55 % de A hasta 100 % de A durante 1 min y después 100 % de A durante 5 minutos
(Wagener et al. (1996), Journal of Lipid Research 37, 1823-1829). Se generod una curva estandar externa de 0-2 ug
de GD3 utilizando suero de leche GD3 (Matreya # 1504). La elucién se controlé a 203 nm.

Preparaciones de lipidos y otros materiales lacteos.

Las fracciones de grasa de leche (incluido el suero beta), lactoferrina, extracto de leche Sialyl Oligolac™ vy los
materiales de la membrana de los glébulos de grasa de la leche (MFGM) fueron proporcionadas por Fonterra Co-
operative Group Limited (Nueva Zelanda). El extracto de leche Sialyl Oligolac™ es un polvo desecado por
pulverizacion derivado de calostro que contiene altos niveles de oligosacaridos naturales de la leche, minerales y
acido sialico libre y unido a carbohidratos (proteinas (tal cual) 8,7 %, lactosa 61,7 %, humedad 3,9 %, grasa 0,08 %,
cenizas 18,9 %, acido sialico libre 25 mg/g, acido sialico unido 9,3 mg/g). Sialyl Oligolac™ contiene 3' sialil lactosa y
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disialil lactosa que son las formas libres del glicano procedentes de los gangliésidos GM3 y GD3 respectivamente.
La MFGM vy las fracciones de proteinas MFGM de la Tabla 9 se produjeron segin métodos conocidos a partir de la
grasa de leche de Nueva Zelanda.

AMF y fracciones de AMF

AMF, las fracciones duras de AMF (SH y SSH), y la fracciéon blanda de AMF (SSS) proporcionadas por Fonterra Co-
operative Group Limited se han descrito anteriormente.

La grasa de leche con alto contenido de CLA que contiene un 5,4 % de CLA se prepar6 alimentando a las vacas con
aceite de pescado y aceite de girasol segin métodos conocidos y preparando después la grasa de leche anhidra a
partir de la leche producida. Una composicion tipica de grasa de leche enriquecida en CLA esta descrita en la
solicitud PCT internacional publicada WO 2005/107736 que se incorpora a la presente memoria como referencia.

Fracciones de fosfolipidos

Las fracciones 7 a 11 descritas en la Tabla 7 anterior y utilizadas en los ejemplos que siguen se produjeron segun
los métodos descritos en la solicitud de patente internacional publicada WO 2006/041316 (véanse los ejemplos 3 a
6). La fraccion 12 se produjo por extraccion con didxido de carbono supercritico de la fraccion de fosfolipido 10 en la
Tabla 7. La fraccion 15 se produjo por extraccion con etanol de polvo de suero beta.

La fraccion de fosfolipido PC500™ Concentrado de Fosfolipido (disponible de Fonterra Co-operative Group Limited,
Nueva Zelanda) se produce mediante extraccion con etanol de polvo de suero beta. El suero beta es la fase liquida
producida durante la fabricacion de AMF. La fraccién de fosfolipido PC500™ es un concentrado de fosfolipido de
leche desecada por pulverizacién con una composicion tipica de 77-95 % de lipidos totales, de aproximadamente 50
% de lipidos neutros y de aproximadamente 30 % de lipidos polares; y una composicion lipidica tipica de 1,5-5 % de
fosfatidil serina, 12-18 % de fosfatidilcolina, 6-9 % de fosfatidil etanolamina y 6,7-9 % de esfingomielina; y una
composicion tipica de acidos grasos de 1,8 % de acido butirico (4:0), 0,3 % de acido caprico (10:0), 0,5 % de acido
laurico (12:0), 7,4 % de acido miristico (14:0), 14,1 % de acido miristoleico (14:1), 10 % de acido pentadecanoico
(15:0), 26,0 % de acido palmitico (16:0), 1,7 % de acido palmitoleico (16:1), 0,6 % de acido margarico (17:0), 0,3 %
de acido heptadecenoico (17:1), 11,9 % de acido estearico (18:0), 39,0 % de acido oleico (18:1), 5,0 % de acido
linoleico (18:2), 2,0 % de linolénico (18:3), 0,3 % de acido araquidico (20:0) y 0,8 % de colesterol.

La fraccion de fosfolipido PC600™ Concentrado de Fosfolipido (disponible de Fonterra Co-operative Group Limited,
Nueva Zelanda) se produce mediante extraccion con acetona a partir de la fraccion de fosfolipido PC500™. La
fraccion de fosfolipido PC600™ es un concentrado de fosfolipido de leche liofilizada con una composicion tipica de
75 % de lipidos polares, 8,0 % de lipidos neutros, <12 % de cenizas y <4 % de humedad; una composicion lipidica
tipica de 3-4 % de fosfatidil serina, > 36 % de fosfatidilcolina, > 9 % de fosfatidil etanolamina y > 18 % de
esfingomielina; y una composicion tipica de acidos grasos de 6,6 % de acido miristico (14:0), 27,1 % de acido
palmitico (16:0), 1,3 % de acido palmitoleico (16:1), 2,3 % de acido margarico (17:0), 14 % de acido estearico
(18:0), 38,2 % de acido oleico (18:1), 6,5 % de acido linoleico (18:2), 2 % de &cido linolénico (18:3), 0,1 % de
colesterol y 2 % de otros.

La fraccion de fosfolipido PC700™ Concentrado de Fosfolipido (disponible de Fonterra Co-operative Group Limited,
Nueva Zelanda) se produce por extraccion acuosa (desgomado) a partir de la fraccion de fosfolipido PC500™. La
fraccion de fosfolipido PC700™ es un concentrado de fosfolipido de leche liofilizada con una composicion tipica de
85 % de lipidos, 10 % de cenizas, 2 % de lactosa y 2,5 % de humedad; una composicion lipidica tipica de 3 % de
fosfatidil serina, 31 % de fosfatidilcolina, 8,7 % de fosfatidil etanolamina y 16,5 % de esfingomielina; y una
composicion tipica de acidos grasos de 5,4 % de acido miristico (14:0), 20,9 % de acido palmitico (16:0), 1,3 % de
acido palmitoleico (16:1), 0,5 % de acido margarico (17:0), 10,5 % de acido estearico (18:0), 30,5 % de acido oleico
(18:1), 4,3 % de acido linoleico (18:2), 1,8 % de acido linolénico (18:3) y 0,5 % de acido araquiddnico.

Fracciones de gangliésidos

Las fracciones 7 a 11 descritas en la Tabla 7 anterior y utilizadas en los ejemplos que siguen se produjeron segun
los métodos descritos en la solicitud de patente internacional publicada WO 2006/041316 (véanse los ejemplos 3 a
6). La fraccion 12 se produjo mediante la extraccion con dioxido de carbono supercritico de la fraccion de fosfolipido
10 de la Tabla 7. La fraccién 15 se produjo mediante extraccion con etanol de suero beta en polvo.

Las fracciones de gangliésidos G500™ y G600™ (disponibles de Fonterra Co-operative Group Limited, Nueva
Zelanda) se producen mediante extraccion con etanol de polvo de suero beta. El suero beta es la fase liquida
producida durante la fabricacién de AMF.

La fraccion de gangliésidos G500™ es un concentrado de gangliésidos de leche desecado por pulverizacion al que
se ha afiadido lactosa y WPC (concentrado de proteinas de suero) para mejorar la fluidez del polvo. La fraccion de
gangliésidos G500™ tiene una composicion tipica de lipidos de 34,0 %, humedad 3,2 %, cenizas 5,0 % y lactosa
56,0 %; una composicion lipidica tipica de gangliésido GD3 de 0,6 % y gangliésido GM3 de 0,5 %; y una
composicion tipica de acidos grasos de 5,6 % de acido miristico (14:0), 18,4 % de acido palmitico (16:0), 1,2 % de
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acido palmitoleico (16:1), 0,5 % de acido margarico (17:0), 14,9 % de acido estearico (18:0), 31,0 % de acido oleico
(18:1), 3,8 % de acido linoleico (18:2), 1,5 % de acido linolénico (18:3) y 0,5 % de acido araquiddnico (20:4).

La fraccion de gangliésidos Ganglioside G600™ es un concentrado de gangliésidos de leche desecado por
pulverizaciéon al que se ha afadido lactosa para mejorar la fluidez del polvo, La fraccion de gangliésidos G600™
tiene una composicion tipica de lipidos de 30,0 %, humedad 3,5 %, cenizas 8,3 % y lactosa 58,0 %; una
composicion lipidica tipica de gangliésido GD3 de 1,4 %, gangliéosido GM3 0,3 %, fosfatidil serina 4,5 %,
fosfatidilcolina 5,1 %, fosfatidil etanolamina 2,0 % y esfingomielina 1,7 %; y una composicion tipica de acidos grasos
de 4,7 % de acido miristico (14:0), 16,4 % de acido palmitico (16:0), 1,2 % de acido palmitoleico (16:1), 0,5 % de
acido margarico (17:0), 17,0 % de acido estearico (18:0), 33,4 % de acido oleico (18:1), 4,2 % de acido linoleico
(18:2), 1,4 % de acido linolénico (18:3) y 0,6 % de acido araquiddnico (20:4).

Hidrolizados de lipidos

La saponificacion parcial se alcanzo afiadiendo 800 pl de hidroxido de potasio (al 1,5 % en etanol) a una muestra de
200 mg de una preparacion de lipidos. La solucion resultante se mezclé durante 10 minutos y se neutralizé a pH 7
con acido clorhidrico (al 10 %). A continuacion, se hizo pasar una corriente de gas nitrégeno por la solucion.

Cultivo celular, propagacion de virus y materiales de ensayo.

Todos los materiales de cultivo celular se adquirieron de Invitrogen. La cepa de rotavirus Wa (humana) fue un regalo
de John Taylor, Auckland University. Las células HT29 se adquirieron de ATCC (HTB-38). Los
monosialogangliosidos GM3 cat # 1503 y disialogangliosidos GD3 cat # 1504 se adquirieron de Matreya (Pleasant
Gap, PA, USA).

Propagacion del rotavirus

La linea celular HT29 se us6 para propagar la cepa de rotavirus humano Wa (resistente a la neuraminidasa) en
presencia de 1 ug/ml de tripsina en medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM) suplementado con 10 % de suero
de ternera fetal y penicilina/estreptomicina (100 pg/ml/100 unidades/ml). El rotavirus se recogid mediante
congelacion y descongelacion dos veces, se centrifugd a 750 g para eliminar los residuos celulares y se almacend a
-80 °C. Se analizo el rotavirus y se encontrd que contenia 1 x 10° unidades formadoras de placas (pfu)/ml.

Ensayo de infeccion por rotavirus

El ensayo de infeccion utilizado se basé en una serie de ensayos publicados (Scott et al 1979; Smith et al 1979;
Guarino et al 1996; Superti et al 2001). Las células HT29 confluentes cultivadas en DMEM (sembradas a 3x10%/ml
en placas de 96 pocillos) se lavaron dos veces con PBS estéril. Se hicieron diluciones al doble de cada uno de los
productos a ser cribados (concentracion inicial 5 mg/ml) en la placa en 50 pl de volumen de DMEM. Se aiadio el
virus (10* pfu/pocillo) a todos los pocillos, excepto las células de control solamente y se incubaron entonces las
placas durante dos horas en CO2 al 5 % a 37 °C. Otros controles incluyeron virus mas células, solo lipidos, GM3
puro y GD3 puro. Después de una incubaciéon de dos horas, se afadio tripsina a todos los pocillos que contenian
virus a una concentracion de 2 ug/ml - esta etapa escinde VP4 a los polipéptidos VP8 y VP5 y es necesaria para que
el virién penetre en el interior de las células. Se incubaron las placas a 37 °C en CO2 al 5 % durante siete dias y se
comprobaron diariamente para determinar el efecto citopatico en los pocillos control con sélo virus. Se retiraron los
medios y se lavaron las placas con PBS estéril, se secaron al aire y se fijaron con metanol durante un minuto. Se
secaron las placas al aire y después se tifieron con 100 pl/pocillo de cristal violeta al 1 % (351884W, BDH,
Inglaterra) durante cinco minutos. Se lavaron las placas cuatro veces con agua estéril para eliminar el exceso de
tincion. Se afiadieron 100 ul de acido acético por pocillo para solubilizar la tincion y se leyoé la absorbancia a una
longitud de onda de 595 nm en un lector de placas Biorad ELISA. Cada muestra se analizé en un minimo de tres
ocasiones separadas y se calculd el porcentaje de células no infectadas.

Estadistica

Se realizd el andlisis estadistico utilizando una prueba t de Student independiente (InStat para Maclntosh) para
comparar el efecto de los productos lipidicos derivados de la leche bovina con el control de sélo virus a la dilucién
mas baja del producto.

Ejemplo 1: Los lipidos lacteos inhiben la infeccion por rotavirus in vitro

Se cribaron dieciséis materiales de ensayo lipidicos en cuanto a su capacidad para prevenir la infeccion de las
células por rotavirus. Ninguno de los materiales de ensayo lipidicos o de los materiales comparativos fueron téxicos
para las células HT29. Ambos gangliésidos GD3 y GM3 mostraron actividad en un intervalo de concentraciones
(Tabla 8). De los dieciséis materiales de ensayo lipidicos, catorce mostraron actividad en la prevencion de la
infeccion viral de las células en un intervalo de concentraciones (Tabla 9)
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Tabla 8: Porcentaje de células HT29 no infectadas por rotavirus en presencia de GD3 y GM3 a diferentes
concentraciones

Muestra 250 pg/ml 125 pg/ml 62,5 pg/ml 31,25 pg/ml 15,625 pg/ml | 7,8125 pg/ml
Material de gangliésidos
GD3 57 +/- 1 *** ND 59 +/-1,4** | 40 +/-2,5** 31+/-15 ND
GM3 ND 49 +/- 8 ND 43 +/- 10 ** 33+/-25 34 +/-1,5

* significativo a p <0,01 en comparacion con el control de sélo virus; ** significativo a p <0,005; *** significativo a p
<0,001; Las muestras sin valor de p no son significativamente diferentes del control de sélo virus, ND = no hecho.

Tabla 9:Porcentaje de células HT29 no infectadas por rotavirus en presencia de diferentes fracciones de lipidos de
leche bovina a diferentes concentraciones

Muestra 5 mg/ml 2,5 mg/ml 1,25 mg/ml 0,625 mg/ml 0,3125 mg/ml
Materiales comparativos
Lactoferrina 67 +/- 4 *** 87 +/- 4 *** 73 +/- 12 65 +/- 8 *** 60 +/- 8 **
Sialil oligolac 20 +/- 8 24 +/-2 37 +/- 4 35 +/- 8 35 +/- 0,7
MFGM 17 +/-1,5 18 +/- 3,5 21+/-6 23 +/-7 24 +/- 8
Proteina MFGM 51 +/-1,4 35,5 +/- 2 26 +/- 3 31+/-4 35 +/-1,4

Materiales de ensayo

1. Grasa de leche

AMF 44 +/- 19 26 +/-3 35+1* 41 +/-2** 42 +/-5**

2. Fracciones de grasa de leche

SH 23 +/-9 40 +/-10 45 +/-10 40 +/-5 42 +/-8 *
SSH 28 +/-5 34 +/-6 47 +/-17* 41 +/-11* 39 +/-11*
SSS 31 +/-4 38 +/-5** 41 +/-2 % 44 +/- 2 *** 37 +/-5**
3. Grasa de leche de alto contenido en CLA
Lote 1 (2002) 27 +/-13 63 +/- 35 ** 44 +/- 13 ** 44 +/- 15 ** 49 +/- 13 ***
Lote 2 (2005) 30 +/-9 46 +/- 9 *** 45 +/- 7 *** 47 +/- 9 *** 42 +/- 8 ***

4. Suero beta

Lote 1 58 +/- 4 *** 56 +/- 7 *** 56 +/- 10 *** 46 +/- 11 *** 44 +/- 7 ***

5. Fracciones de fosfolipidos

PC500 41 +/-14~* 56 +/- 13 *** 46 +/-9 *** 43 +/-9*** 41 4/- 8 **
PC600 41 +/-18* 55 +/- 16 *** 42 +/-13* 45 +/-18* 46 +/- 13 **
PC700 50 +/- 45 61 +/- 17 *** 62 +/- 25 *** 51 +/-10 *** 44 +/- 9 ***

6. Fracciones de gangliésidos

Fraccién 8 61 +/-2** 54 +/-3** 36 +/-1,1* 23 +/-3 23 +/-12
Fraccién 9 40+4/-1* 35+/-7 47 +/-15 36 +/- 2 30 +/- 2
Fraccién 11 45+4/-3* 48 +/-1* 36 +/- 0,7 25 +/-1 17 +/-2
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Muestra 5 mg/ml 2,5 mg/ml 1,25 mg/ml 0,625 mg/ml 0,3125 mg/ml
G500 60 +/- 12 *** 66 +/- 5 *** 56 +/- 7 *** 52 +/- 9 *** 44 +/- 4
G600 44 +/-17* 26 +/- 14 35 +/-4 41 +/- 4 42 +/- 4

7. Fracciones de gangliésidos hidrolizados

G500 97 +/-21 *** 20 +/-5 33+/-2 22 +/-6 22 +/-6

G600 25 +/-0,7 18 +/- 3 21 +/-4 22 +/-6 22 +/-5

* significativo a p <0,01 en comparacion con el control de sélo virus; ** significativo a p <0,005; *** significativo a p
<0,001; Las muestras sin valor de p no son significativamente diferentes del control de sélo virus.

Cinco materiales de ensayo redujeron significativamente la tasa de infeccion a una concentraciéon de 0,3125 mg/ml a
p <0,001 (Tabla 9). Estos materiales de ensayo fueron grasa de leche enriquecida con CLA, suero beta, la fraccion
de fosfolipidos PC700™ vy las fracciones de ganglidésidos. Cuatro materiales de ensayo redujeron significativamente
la tasa de infeccion a una concentracion de 0,3125 mg/ml a p <0,005. Estos materiales de ensayo fueron AMF, una
fraccion de grasa de leche blanda (SSS) y las fracciones de fosfolipidos PC500™ y PC600™. Tres materiales de
ensayo redujeron significativamente la tasa de infeccion a una concentracion de 0,3125 mg/ml a p <0,01. Estos
materiales de ensayo fueron oftras fracciones de grasa de leche SH y SSH, y una fraccién de ganglidsidos
hidrolizada. Los productos restantes no fueron significativamente diferentes del control de virus. Muestras purificadas
de GM3 y GD3 protegieron las células de la infeccion del virus a concentraciones tan bajas como 31,25 pg/ml (43 +/-
10 % y 40 +/- 3 % respectivamente; p <0,005). Sobre la base de la concentracion de gangliésidos, la fraccion
G600™ es diez veces mas eficaz que GD3 puro a la concentracion mas baja de G600™.

Ejemplo 2: Los lipidos lacteos pueden tratar o prevenir la diarrea causada por la infeccion por rotavirus

Se puede utilizar un modelo animal de rata bebé para la infeccién por rotavirus humano para determinar la eficacia
de los productos in vivo (véase por ejemplo, Ciarlet et al 2006).

Se alimentaron crias de rata de cinco dias en grupos de diez con cuatro materiales de ensayo de lipidos diferentes a
una concentracion de 3 g/kg de peso corporal mediante administracion en la cavidad oral en un volumen de 100 pl.
El resto de alimentacion provino de la rata madre lactante. Los dias 1 y 2, se administraron a las crias de rata dos
dosis de 100 yl (por la mafana y por la noche) de la cepa Wa de rotavirus humano. Las ratas de control negativo se
inocularon con 100 pl de solucién salina tamponada con fosfato (PBS), pero no se infectaron con el virus. Las ratas
de control positivo se inocularon con 100 ul de PBS y después se infectaron con virus. El experimento se realizé
durante 10 dias después de la inoculaciéon con rotavirus. Los experimentos se realizaron por duplicado.

Se pesaron las ratas diariamente para determinar la tasa de infeccion. La recogida de muestras fecales individuales
en recipientes previamente pesados y la determinacion de la diarrea se realizaron una vez al dia. La diarrea se
puntu6 diariamente de 1 a 4 en base al color, consistencia y cantidad de heces de la siguiente manera.

1. Heces normales - color (marrdn) y consistencia normales.

2. Diarrea leve - color anormal (verde o verde amarillento) pero consistencia normal.
3. Diarrea moderada - color normal (marrén) pero consistencia acuosa.

4. Diarrea severa - color anormal y consistencia acuosa.

Las muestras fecales se procesaron como una solucion al 10 % en PBS frio (4 °C) que contenia penicilina (200
U/ml), estreptomicina (200 ul/ml) y gentamicina (2 mg/ml), y se analizaron alicuotas de 10 pl por duplicado en cultivo
celular como se ha descrito anteriormente para determinar los niveles de rotavirus infeccioso. Estos niveles se
expresaron como el porcentaje de células no infectadas en el ensayo in vitro: % de células no infectadas = (OD de la
muestra de ensayo) * 100/(OD de control negativo), donde OD es la densidad éptica de la solucion en el pocillo.
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Tabla 10: Gravedad de la diarrea en ratas alimentadas con grasa de leche con alto contenido en CLA

Control - sin virus Infectado Grasa de leche con alto
contenido en CLA
Dias post- infeccion Numero Gravedad Numero Gravedad Numero Gravedad
3 4 1 7 1 6 1
4 5 1 8 3 1
5 5 1 5 2 5 2
6 5 1 8 3 3 2
7 5 1 4 2 2 2
8 4 1 5 2 2 2
Tabla 11:Gravedad de la diarrea en ratas alimentadas con la fraccion de grasa de leche G600™
Control - sin virus Infectado GeoI™
Dias post-infeccién Numero Gravedad Numero Gravedad Numero Gravedad
3 5 1 6 2 6 1
4 5 1 2 1
5 5 1 4 2 4 1
6 6 1 7 3 7 1
7 4 1 4 3 4 1
8 1 1 4 2 4 1
Tabla 12: Gravedad de la diarrea en ratas alimentadas con una fraccion de suero beta
Control - sin virus Infectado Fraccion 10 Fraccion 8
Dias post- infeccion N° Gravedad N° Gravedad N° Gravedad N° Gravedad
3 0 10 2 6 2 5 2
4 0 7 3 1 8 2
5 2 1 2 2 4 1 4 2
6 1 1 4 3 7 1 6 2
7 2 1 3 2 6 1 7 2
8 1 1 4 2 9 1 8 2
9 10 1 10 2 10 1 10 2

Las muestras fecales se analizaron en el ensayo rotaviral in vifro para determinar el porcentaje de células no
infectadas. Las diferencias entre el tratamiento y el control infectado para las ratas alimentadas con grasa de leche
con alto contenido de CLA (Figura 1A) fueron significativas los dias 1 (P <0,001), 3 (P <0,025), 7 (P <0,05) y 8 (P
<0,025). Las diferencias entre el tratamiento y el control infectado para las ratas alimentadas con la fraccion G600™
(Figura 1B) fueron significativas los dias 3 (P <0,001), 4 (P <0,001), 6 (P = 0,001), 7 (P <0,001) y 8 (P = 0,001).
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Aplicacién industrial

La presente invencion tiene utilidad en el tratamiento o prevencion de la infeccidn por rotavirus. Las composiciones
descritas se pueden emplear como alimentos, bebidas, aditivos alimentarios, aditivos para bebidas, suplementos
dietéticos, productos nutricionales, alimentos médicos, nutracéuticos, medicamentos o productos farmacéuticos.

Los expertos en la técnica entenderan que la descripcién anterior se proporciona solamente a modo de ilustracion y
que la invencién no se limita a ella.
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REIVINDICACIONES
1. Un agente que comprende

(a) una o mas composiciones de grasa de leche bovina que comprenden de aproximadamente 5 a aproximadamente
95 % p/p de lipidos, de aproximadamente O a aproximadamente 75 % p/p de proteinas, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 85 % p/p de fosfolipidos y de aproximadamente 0 a aproximadamente 5 % p/p de gangliésidos,
seleccionadas de

(i) una o mas fracciones de grasa de leche enriquecidas con fosfolipidos,
(ii) una o mas fracciones de grasa de leche enriquecidas con gangliosidos,
(iii) uno o mas hidrolizados de cualquiera de uno o mas de (i) a (i), y

(iv) una combinacion de cualquiera de dos o mas de (i) a (iii);

para uso en el tratamiento o prevencion de la infeccidon por rotavirus en un sujeto, en donde el rotavirus es un
rotavirus resistente a la neuraminidasa.

2. El agente para el uso de la reivindicacion 1, en donde el rotavirus es un rotavirus humano.

3. El agente para el uso de la reivindicacion 1 o 2, en donde el sujeto es un ser humano, un nifio, un lactante, un
nifio inmunodeprimido, un lactante inmunodeprimido, un adulto, un adulto mayor de 55 afos, un adulto
inmunodeprimido o un adulto inmunodeprimido mayor de 55 afios.

4. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para el tratamiento o la prevencion de la
infeccion por rotavirus diarreogénico o para el tratamiento o la prevencion de la diarrea causada por la infeccion de
rotavirus.

5. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el agente comprende ademas
grasa de leche anhidra (AMF) que comprende de aproximadamente 40 a aproximadamente 100 % de lipidos.

6. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende una o mas fracciones de
grasa de leche bovina enriquecidas con fosfolipidos o una o mas fracciones de grasa de leche bovina enriquecidas
con gangliésidos o una combinacion de las mismas, para el tratamiento o la prevencion de la infeccion por rotavirus
en un sujeto.

7. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la fraccion enriquecida con
fosfolipidos se selecciona de suero de leche, una o mas fracciones de suero de leche, suero de mantequilla, una o
mas fracciones de suero de mantequilla, suero beta, una o mas fracciones de suero beta, una o mas fracciones de
esfingolipidos, una o mas fracciones de lipidos de la membrana de los glébulos de grasa de la leche, una o mas
fracciones de fosfolipidos, una o mas fracciones de lipidos complejos y cualquier combinacion de dos o mas de
ellas, en donde el suero beta se separa de una corriente lactea que contiene mas del 60 % de grasa, estando
constituida la corriente lactea por la crema que ha sufrido una inversién de fase pasando de una emulsién de aceite
en agua a agua en aceite durante la produccion de aceite de mantequilla o de grasa de leche anhidra a partir de la
crema.

8. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la fraccion enriquecida con
gangliosidos se selecciona de suero de leche, una o mas fracciones de suero de leche, suero de mantequilla, una o
mas fracciones de suero de mantequilla, suero beta, una o mas fracciones de suero beta, una o mas fracciones de
suero beta enriquecidas con GD3, una o mas fracciones de suero beta enriquecidas con GM3, una o mas fracciones
de suero beta enriquecidas con GD3 y GM3, y cualquier combinacion de dos o mas de ellas, en donde el suero beta
se separa de una corriente lactea que contiene mas de 60 % de grasa, estando constituida la corriente lactea por la
crema que ha sufrido una inversion de fase pasando de una emulsion de aceite en agua a agua en aceite durante la
produccion de aceite de mantequilla o de grasa de leche anhidra a partir de crema.

9. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas de la grasa de
leche bovina anhidra (AMF), una o mas fracciones de AMF, o una combinacion de las mismas, para el tratamiento o
la prevencion de la infeccion por rotavirus en un sujeto.

10. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el agente comprende ademas
una fraccion de AMF seleccionada de una o mas fracciones de grasa de leche dura, una o mas fracciones de grasa
de leche blanda, una combinacion de fracciones de grasa de leche dura, una combinacion de fracciones de grasa de
leche blanda, una combinacién de fracciones de grasa de leche dura y fracciones de grasa de leche blanda, y
cualquier combinacién de dos o mas de ellas.

11. El agente para el uso de la reivindicacion 10, en donde la AMF comprende de aproximadamente 98 a
aproximadamente 100 % de grasa de leche.
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12. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde la fraccion comprende

(@) de aproximadamente 15 a aproximadamente 95 % p/p de lipidos y de aproximadamente 0 a
aproximadamente 75 % p/p de proteinas, o

(b) de aproximadamente 15 a aproximadamente 95 % p/p de lipidos, de aproximadamente 0 a
aproximadamente 65 % p/p de proteinas, de aproximadamente 5 a aproximadamente 70 % p/p de fosfolipidos y
de aproximadamente 0 a aproximadamente 2,5 % p/p de gangliésidos.

13. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde la fraccion comprende

(a) de aproximadamente 25 a aproximadamente 35 % p/p de proteinas, de aproximadamente 12 a
aproximadamente 25 % p/p de lipidos, de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 % p/p de fosfolipidos, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 15 % p/p de proteinas MFGM, y de aproximadamente 0,2 a
aproximadamente 0,9 % p/p gangliésidos, o

(b) de aproximadamente 40 a aproximadamente 60 % p/p de proteinas, de aproximadamente 25 a
aproximadamente 45 % p/p de lipidos, de aproximadamente 10 a aproximadamente 25 % p/p de fosfolipidos, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 20 % p/p de proteinas MFGM, y de aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 2,0 % p/p gangliésidos, o

(c) de aproximadamente 50 a aproximadamente 70 % p/p de proteinas, de aproximadamente 12 a
aproximadamente 32 % p/p de lipidos, de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 % p/p de fosfolipidos, de
aproximadamente 2 a aproximadamente 8 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 2 a aproximadamente
10 % p/p de fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 % p/p de esfingomielina y de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 % p/p de fosfatidilserina, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 20 % p/p de proteinas MFGM, y de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2,5 % p/p
gangliésidos, o

(d) de aproximadamente O a aproximadamente 10 % p/p de proteinas, de aproximadamente 85 a
aproximadamente 97 % p/p de lipidos, de aproximadamente 25 a aproximadamente 35 % p/p de fosfolipidos, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 10 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 7 a
aproximadamente 13 % p/p de fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 4 a aproximadamente 9 % p/p de
esfingomielina, de aproximadamente 2 a aproximadamente 5 % p/p de fosfatidilserina, de aproximadamente 1 a
aproximadamente 3 % p/p de fosfatidilinositol, de aproximadamente 0 a aproximadamente 5 % p/p de proteinas
MFGM, y de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 % p/p de gangliésidos, o

(e) de aproximadamente 10 a aproximadamente 15 % p/p de proteinas, de aproximadamente 80 a
aproximadamente 95 % p/p de lipidos, de aproximadamente 60 a aproximadamente 80 % p/p de fosfolipidos, de
aproximadamente 10 a aproximadamente 20 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 18 a
aproximadamente 28 % p/p de fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 % p/p de
esfingomielina, de aproximadamente 4 a aproximadamente 12 % p/p de fosfatidilserina, de aproximadamente 2
a aproximadamente 10 % p/p de fosfatidilinositol, de aproximadamente 0 a aproximadamente 5 % p/p de
proteinas MFGM, y de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 % p/p de gangliésidos, o

(f) de aproximadamente 75 a aproximadamente 99 % p/p de lipidos, de aproximadamente 15 a 35 % p/p de
fosfolipidos, de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 % p/p de fosfatidilcolina, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 15 % p/p de fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 4 a aproximadamente 15 % p/p de
esfingomielina, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2 % p/p de fosfatidilserina, y de aproximadamente
0,1 a aproximadamente 2 % p/p de fosfatidilinositol, o

(g) de aproximadamente 75 a aproximadamente 95 % p/p de lipidos, de aproximadamente 50 a
aproximadamente 90 % p/p de fosfolipidos, de aproximadamente 10 a aproximadamente 45 % p/p de
fosfatidilcolina, de aproximadamente 12 a aproximadamente 25 % p/p de fosfatidiletanolamina, de
aproximadamente 12 a aproximadamente 25 % p/p de esfingomielina, de aproximadamente 1 a
aproximadamente 6 % p/p de fosfatidilserina, y de aproximadamente 0,5 a 4 % p/p de fosfatidilinositol o

(h) de aproximadamente 80 a aproximadamente 90 % p/p de lipidos, de aproximadamente 65 a
aproximadamente 75 % p/p de fosfolipidos, de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 % p/p de
fosfatidilcolina, de aproximadamente 12 a aproximadamente 22 % p/p de fosfatidiletanolamina, de
aproximadamente 12 a aproximadamente 22 % p/p de esfingomielina, y de aproximadamente 1 a
aproximadamente 3 % p/p de fosfatidilserina, o

(i) de aproximadamente 25 a aproximadamente 45 % p/p de lipidos, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 30 % p/p de fosfolipidos, de aproximadamente 2 a aproximadamente 5 % p/p de
fosfatidilcolina, de aproximadamente 3 a aproximadamente 7 % p/p de fosfatidiletanolamina, de
aproximadamente 2 a aproximadamente 5 % p/p de esfingomielina, de aproximadamente 2 a aproximadamente
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12 % pl/p de fosfatidilserina, de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 % p/p de fosfatidilinositol, y de
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1 % p/p de gangliésidos, o

(j) de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 % p/p de lipidos, de aproximadamente 5 a aproximadamente
30 % p/p de fosfolipidos, de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 % p/p de fosfatidilcolina, de
aproximadamente 2 a aproximadamente 8 % p/p de fosfatidiletanolamina, de aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 5 % p/p de esfingomielina, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 % p/p de
fosfatidilserina, de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 % p/p de fosfatidilinositol, y de aproximadamente
0,8 a aproximadamente 3,5 % p/p de ganglidsidos.

14. El agente para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde el agente comprende ademas
lactoferrina, lactoferrina-hierro, un fragmento de lactoferrina, o un fragmento de lactoferrina-hierro, o una
combinacién de cualquiera de dos o mas de los mismos.

15. El uso del agente como se indica en una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, comprendiendo el
agente (a) una o mas composiciones de grasa de leche bovina que comprenden de aproximadamente 5 a
aproximadamente 95 % p/p de lipidos, de aproximadamente 0 a aproximadamente 75 % p/p de proteinas, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 85 % p/p de fosfolipido y de aproximadamente 0 a aproximadamente 5 %
p/p de gangliésidos, seleccionadas de

i. una o mas fracciones de grasa de leche enriquecidas con fosfolipidos,
ii. una o mas fracciones de grasa de leche enriquecidas con ganglidsidos,
iii. uno o mas hidrolizados de cualquiera de uno o mas de (i) a (i), y

una combinacion de cualquiera de dos o mas de (i) a (iii) para la fabricacion de un medicamento para el uso en el
tratamiento o prevencion de la infeccidn por rotavirus en un sujeto, en donde el rotavirus es un rotavirus resistente a
la neuraminidasa.
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