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DESCRIPCION
Extracto de algas para su uso como agente inmunomodulador

[0001] La presente invencion se refiere a un extracto de algas del orden de las ulvales, en particular un extracto
de algas verdes de tipo Ulva, para su uso para modular la respuesta inmunitaria en un ser humano o un animal, en
particular para estimular la respuesta inmunitaria frente a las infecciones. Se refiere igualmente al uso no terapéutico
de un extracto de algas verdes de tipo Ulva para modular la respuesta inmunitaria en un ser humano o un animal.

[0002] La modulaciéon de la respuesta inmunitaria es un eje de tratamiento importante para numerosas
enfermedades. De hecho, es importante por ejemplo mejorar la respuesta inmunitaria en los pacientes que sufren
infecciones.

[0003] La estimulacién de la respuesta inmunitaria es ademas un mecanismo importante en muchos aspectos.
Se sabe por ejemplo que la leche materna esta enriquecida con IgA, anticuerpos que permitiran la proteccion del
recién nacido contra un cierto nimero de infecciones. Las células intestinales, en particular sus células epiteliales,
estan expuestas a diversos agentes patdgenos contra los cuales se producen anticuerpos. Estos anticuerpos migraran
a continuacion hasta la glandula mamaria y se afiadiran a la leche materna, procurando asi una proteccion al lactante.
Siempre existe la necesidad de identificar nuevas sustancias capaces de estimular esta reaccion inmunitaria. En
particular, las células epiteliales intestinales constituyen un sitio privilegiado a cuyo nivel podrian actuar las sustancias
inmunoestimuladoras administradas por via oral. Existe ademas la necesidad de identificar nuevas sustancias capaces
de aumentar la respuesta a la vacunacion, estimulando la respuesta inmunitaria, en particular a través de una
administracion complementaria a la vacunacion. Las especies de ulvas (Ulvales, Chlorophyta) son unas algas
abundantes que se encuentran en la zona intercotidal o marismas. Colonizan los sustratos duros, ancladas por un
disco de fijacion, pero determinadas especies pueden asimismo dar lugar a unas formas vivas libres, a la deriva. Las
ulvas son unas algas de crecimiento rapido y oportunistas en cuanto al espacio y a la absorcion de los nutrientes. Su
crecimiento en la columna de agua se observa particularmente en las aguas costeras eutrofizadas y en las lagunas
donde Ulva sp prolifera en forma de «mareas verdes» (Fletcher, 1996). A menudo tiene como resultado una produccién
de masa y unas encalladuras masivas que producen unos gases nocivos cuando se acumulan (Morand et Briand,
1996). Hasta la actualidad, esta biomasa ha presentado un valor afiadido muy bajo y los medios para usarla fuera del
compuesto (Mazé y col. 1993, Cuomoy col. 1995), de la produccién de metano (Briand et Morand, 1997), del consumo
alimentario humano (Pérez, 1997) o como base de papel (Nicolucci et Monegato 1993) podrian permitir aprovechar
sus propiedades especificas. También se menciona aqui el articulo "Stimulation of Turbot phagocytes by Ulva rigida
C. Agardh polysaccharides" de R. Castro y col. (Aquaculture 254 (2006) 9-20).

[0004] Los autores de la presente invencién han puesto de relieve, de forma sorprendente, que un extracto de
algas del orden de las ulvales, en particular un extracto de algas verdes de tipo Ulva, poseia propiedades
inmunomoduladoras.

[0005] Asi, la presente invencion se refiere a un extracto de algas del orden de las ulvales, en particular un
extracto de algas verdes de tipo Ulva, que comprende polisacaridos polianiénicos sulfatados y no sulfatados cuyo
tamafio es inferior o igual a 50 kDa (excluidos los polisacaridos polianiénicos sulfatados y no sulfatados cuyo tamafio
discriminado por ultrafiltracion es superior a 50 kDa) para su uso con el fin de modular la respuesta inmunitaria en un
ser humano o un animal.

[0006] Se refiere igualmente al uso no terapéutico de un extracto de algas del orden de las ulvales, en particular
un extracto de algas verdes de tipo Ulva, que comprende polisacaridos polianiénicos sulfatados y no sulfatados cuyo
tamafio es inferior o igual a 50 kDa para modular la respuesta inmunitaria en un ser humano o un animal.

[0007] En particular, la presente invencién se refiere a un extracto de algas para su uso tal como se define
anteriormente, o el uso no terapéutico de un extracto algas tal como se define anteriormente, en el que los
polisacaridos comprenden manosa y/o arabinosa, preferentemente manosa. Todavia mas en particular, dichos
polisacaridos comprenden al menos el 0,005 % de manosa y/o al menos el 0,005 % de arabinosa, en peso con
respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas, preferentemente al menos el 0,005 % de manosa.
Todavia mas en particular, dichos polisacaridos comprenden manosa en una cantidad comprendida entre el 0,005 y
el 0,5 %, por ejemplo del 0,005 al 0,20 % o del 0,15 al 0,5 % y/o arabinosa en una cantidad comprendida entre el 0,005
y el 0,5 %, en peso con respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas, preferentemente manosa en
una cantidad comprendida entre el 0,005 y el 0,5 %, por ejemplo del 0,005 al 0,20 % o del 0,15 al 0,5 % en peso con
respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas.

[0008] La presente invencion se refiere todavia mas en particular a un extracto de algas para su uso tal como
se define anteriormente, 0 al uso no terapéutico de un extracto algas tal como se define anteriormente, en el que
dichos polisacaridos comprenden, ademas:

- galactosa; y/o
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- glucosa; y/o

- ramnosa; y/o

- xilosa; y/o

- &cido glucuroénico.

[0009] Mas en particular, dichos polisacaridos comprenden:

- del 0,05 al 0,5 % de galactosa; y/o

- del 0,005 al 0,5 % de glucosa, en particular del 0,005 al 0,05 % o del 0,05 al 0,5 %; y/o;
- del 2 al 15 % de ramnosa; y/o

- del 0,1 al 1 % de xilosa; y/o

- del 1 al 7 % de &cido glucurénico;

en peso en relacién con el peso de la materia seca total del extracto de algas. La presente invencion se refiere
asimismo a un extracto de algas del orden de las ulvales, en particular un extracto de algas verdes del tipo Ulva,
susceptibles de ser obtenidas por un procedimiento en el que:

a) las algas se lavan y se les quita la arena;
b) dichas algas se trituran;

c) la fase sélida del triturado se separa de su fase liquida;
d) dicha fase liquida se clarifica;
e) el jugo obtenido en la etapa d) se ultrafiltra con una membrana de 50 kDa o menos; y
f) el jugo de filtrado obtenido en la etapa e) se concentra y después se seca; para su uso para modular la respuesta
inmunitaria en un ser humano o un animal.
[0010] Se refiere asimismo al uso no terapéutico de un extracto de algas del orden de las ulvales, en particular

un extracto de algas verdes del tipo Ulva, susceptibles de ser obtenidas por un procedimiento en el que:

a) las algas se lavan y se les quita la arena;

b) dichas algas se trituran;
c) la fase sélida del triturado se separa de su fase liquida;
d) dicha fase liquida se clarifica;
e) el jugo obtenido en la etapa d) se ultrafiltra con una membrana de 50 kDa o menos; y
f) el jugo de filtrado obtenido en la etapa e) se concentra y después se seca; para modular la respuesta inmunitaria
en un ser humano o un animal.
[0011] En particular, la presente invencion se refiere a un extracto de algas para su uso tal como se menciona

anteriormente, o el uso no terapéutico de un extracto de algas tal como se indica anteriormente, para estimular la
respuesta inmunitaria en un ser humano o un animal, en particular en el sistema inmunitario intestinal. En el marco de
la presente invencion, se entiende por propiedades «inmunomoduladoras» o que permiten la «modulacion de la
respuesta inmunitaria», el significado aportado habitualmente a estos términos y bien conocido por el experto en la
materia, en particular cualquier propiedad que permite estimular o frenar las reacciones inmunitarias del cuerpo
humano o animal.

[0012] En particular, el extracto de algas para su uso segun la invencion, o el uso no terapéutico del extracto
de algas segun la invencién, permite inducir la expresion de moléculas de adhesién y de quimiocinas, especialmente
IL8 y/o IL-1a y/o IL1-B y/o IL6 y/o TNF-a y/o CCL20.

[0013] Asi el extracto de algas tal como se define en el marco de la presente invencion es Util en el tratamiento
ylo la prevencién de las patologias infecciosas, en particular las patologias infecciosas porcinas elegidas entre:
parvovirosis, erisipela porcina, rinitis infecciosa, gripe (influenza), circovirosis porcina, micoplasmosis y colibacilosis;
las patologias infecciosas aviares elegidas entre: enfermedad de Marek, enfermedad de Newcastle, bronquitis
infecciosa, enfermedad de Gumboro, viruela aviar, micoplasmosis, anemia infecciosa aviar, laringotraqueitis
infecciosa, EDS y gripe aviar; las patologias infecciosas bovinas elegidas entre: BVD (diarreas viricas bovina),
bronconeumonia enzoética, IBR, virosis herpética, clostridiosis, colibacilosis, fiebre catarral, coronavirosis, rotavirosis
y rinotraqueitis; y las patologias infecciosas acuicolas elegidas entre: necrosis hematopoyética, vibriosis, forunculosis,
necrosis pancreatica infecciosa y anemia infecciosa.

[0014] La presente invencidn se refiere asi igualmente a un extracto de algas tal como se describe en el marco
de la presente invencién para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de una patologia infecciosa tal como las
mencionadas anteriormente.

[0015] En particular, el extracto de algas tal como se define en el marco de la presente invencion es util en el
marco de una profilaxis vacunal, a modo de complemento de la vacunacion.
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[0016] Mas en patrticular, la presente invencién se refiere a un extracto de algas para su uso tal como se indica
anteriormente, en el que el extracto de algas se usa en una composicién farmacéutica para una administracion oral.

[0017] Segun otra realizacion de la presente invencion, el extracto de algas para su uso tal como se indica
anteriormente, se usa en una composicion farmacéutica por via parenteral.

[0018] La presente invencion se refiere igualmente al uso no terapéutico de un extracto de algas tal como se
indica anteriormente, en el que el extracto de algas se usa en un complemento alimentario para una administracion
oral.

[0019] Se describe especialmente un extracto de algas tal como se describe en el marco de la presente
invencion en la solicitud de patente FR1261909.

[0020] Tal como se indica anteriormente, un extracto de algas tal como se describe en el marco de la presente
invencion se refiere a un extracto de algas del orden de las ulvales, en particular un extracto de algas verdes de tipo
Ulva, que comprende polisacaridos polianiénicos sulfatados y no sulfatados cuyo tamafio es inferior o igual a 50 kDa.
Mas en particular, el extracto de algas contiene polisacaridos polianiénicos sulfatados y no sulfatados cuyo tamafio es
inferior a 40, 30, 20 o0 15 kDa. Todavia mas en particular, los polisacaridos polianidnicos sulfatados y no sulfatados del
extracto de algas tienen un tamafio inferior a o igual a 15 kDa.

[0021] El extracto de algas tal como se describe en el marco de la presente invenciéon comprende polisacaridos
polianionicos sulfatados y no sulfatados cuyo tamafio es inferior o igual a 50 kDa, excluyendo polisacaridos
polianionicos sulfatados y no sulfatados cuyo tamafio es superior a 50 kDa.

[0022] Segun otra realizacion de la invencion, el extracto de algas tal como se describe en el marco de la
presente invencion comprende polisacaridos polianidnicos sulfatados y no sulfatados cuyo tamafio es inferior o igual
a 15 kDa, excluyendo polisacaridos polianiénicos sulfatados y no sulfatados cuyo tamafio es superior a 15 kDa.

[0023] Un dalton (Da) es una unidad de masa definida como igual a una doceava parte de la masa de un atomo
de carbono 12, masa que después se calculara a partir de una mezcla de varios isétopos (principalmente carbono 12
y carbono 13, que tienen 6 y 7 neutrones, respectivamente, ademas de los 6 protones de cualquier &tomo de carbono).
Un dalton es, con una precision bastante buena, la masa de un atomo de hidrégeno, el valor exacto es 1,00794 uma
(unidad de masa atémica). El kilodalton (kDa) es igual a 1.000 Da.

[0024] En el contexto de la presente invencion, las masas mencionadas en kDa se determinan por cualquier
método usado habitualmente por el experto en la materia, en particular las masas de polisacaridos polianionicos
sulfatados y no sulfatados de extractos de algas segun la presente invencién pueden ser discriminados por
ultrafiltracion en las membranas permitiendo filtrar solo las moléculas de tamafios predeterminados.

[0025] En particular, y tal como se menciona anteriormente, los polisacaridos del extracto de algas descritos
en el marco de la presente invencion comprenden manosa y/o arabinosa, preferentemente manosa. Mas en patrticular,
dichos polisacaridos comprenden al menos el 0,005 % de manosa y/o al menos el 0,005 % de arabinosa, en peso con
respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas, principalmente al menos el 0,01 % de manosa y/o al
menos el 0,01 % de arabinosa. Todavia mas en particular, dichos polisacaridos comprenden manosa en una cantidad
comprendida entre el 0,01y el 0,50 %, por ejemplo del 0,01 al 0,20 % o del 0,20 al 0,5 % y/o arabinosa en una cantidad
comprendida entre el 0,01 y el 0,5 %, en peso con respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas,
especialmente manosa en una cantidad comprendida entre el 0,03 y el 0,45 %, por ejemplo del 0,03 al 0,15 % o de
0,15 al 0,45 % y/o arabinosa en una cantidad comprendida entre el 0,01 y el 0,2 %.

[0026] Preferentemente, dichos polisacaridos comprenden manosa en una cantidad comprendida entre el 0,01
y el 0,50 %, por ejemplo, del 0,01 al 0,20 % o del 0,20 al 0,5 %, especialmente manosa en una cantidad comprendida
entre el 0,03 y el 0,45 %, por ejemplo, del 0,03 al 0,15 % o del 0,15 al 0,45 %.

[0027] De forma particular, y tal como se menciona anteriormente, dichos polisacaridos comprenden, ademas:
- galactosa; y/o

- glucosa; y/o

- ramnosa; y/o

- xilosa; y/o

- &cido glucuroénico.

[0028] Todavia mas en particular, dichos polisacaridos comprenden:

- del 0,05 al 0,5 % de galactosa, principalmente del 0,1 al 0,4 %; y/o
- del 0,005 al 0,5 % de glucosa, en particular del 0,005 al 0,05 %, especialmente del 0,01 al 0,03 %, o del 0,05 al
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0,5 %; %; y/o

- del 2 al 15 % de ramnosa, especialmente del 5 al 10 %; y/o

- del 0,1 al 1 % de xilosa, especialmente del 0,3 al 0,7 %; y/o

- del 1 al 7 % de &cido glucurdnico, especialmente del 1 al 5 %;

en peso en relacién con el peso de la materia seca total del extracto de algas.

[0029] De este modo, por ejemplo, se puede citar un extracto de algas para su uso segun la invencion que
comprende:

- manosa; y/o

- arabinosa; y/o - galactosa; y/o
- glucosa; y/o

- ramnosa; y/o

- xilosa; y/o

- acido glucurénico.

Mas en particular se puede citar por ejemplo un extracto de algas para su uso segun la invencién que comprende:

- del 0,01 al 0,50 % de manosa, por ejemplo, del 0,01 al 0,20 %, especialmente del 0,03 al 0,15 % o del 0,20 al 0,5 %;
ylo

- del 0,01 al 0,5 % de arabinosa, especialmente del 0,01 al 0,2 %; y/o

- del 0,05 al 0,5 % de galactosa, especialmente del 0,1 al 0,4 %; y/o

- del 0,005 al 0,5 % de glucosa, en particular del 0,005 al 0,05 %, especialmente del 0,01 al 0,03 %, o del 0,05 al 0,5 %;
ylo

- del 2 al 15 % de ramnosa, especialmente del 5 al 10 %; y/o

- del 0,1 al 1 % de xilosa, especialmente del 0,3 al 0,7 %; y/o

- del 1 al 7 % de &cido glucurdnico, especialmente del 1 al 5 %;

en peso en relacién con el peso de la materia seca total del extracto de algas.
Se puede incluso mas en particular citar un extracto de algas para su uso segun la invencién que comprende:

- el 0,09 % de manosa; y/o

- el 0,1 % de arabinosa; y/o

- el 0,3 % de galactosa; y/o

- el 0,02 % de glucosa; y/o

- el 8,1 % de ramnosa; y/o

- el 0,5 % de xilosa; y/o

- el 2,6 % de acido glucurénico;

en peso en relacién con el peso de la materia seca total del extracto de algas.
Ademas, se puede mas en particular citar un extracto de algas para su uso segun la invencién que comprende:

- el 0,3 % de manosa; y/o

- el 0,2 % de galactosa; y/o

- el 0,4 % de glucosa; y/o

- el 7,9 % de ramnosa; y/o

- el 0,5 % de xilosa; y/o

- el 4,9 % de éacido glucurénico;

en peso en relacion con el peso de la materia seca total del extracto de algas.

[0030] Por tanto, la presente invencion se refiere asimismo al uso no terapéutico de un extracto de algas segun
la invencion, en el que el extracto de algas comprende:

- manosa; y/o

- arabinosa; y/o

- galactosa; y/o

- glucosa; y/o

- ramnosa; y/o

- xilosa; y/o

- &cido glucuroénico,

y mas en particular:
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- del 0,01 al 0,50 % de manosa, por ejemplo, del 0,01 al 0,20 %, especialmente del 0,03 al 0,15 % o del 0,20 al 0,5 %;
ylo

- del 0,01 al 0,5 % de arabinosa, especialmente del 0,01 al 0,2 %; y/o

- del 0,05 al 0,5 % de galactosa, especialmente del 0,1 al 0,4 %; y/o

- del 0,005 al 0,5 % de glucosa, en particular del 0,005 al 0,05 %, especialmente del 0,01 al 0,03 %, o del 0,05 al 0,5 %;
ylo

- del 2 al 15 % de ramnosa, especialmente del 5 al 10 %; y/o

- del 0,1 al 1 % de xilosa, especialmente del 0,3 al 0,7 %; y/o

- del 1 al 7 % de &cido glucurdnico, especialmente del 1 al 5 %;

en peso con respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas,
y todavia mas en particular comprende:

- el 0,09 % de manosa; y/o

- el 0,1 % de arabinosa; y/o

- el 0,3 % de galactosa; y/o

- el 0,02 % de glucosa; y/o

- el 8,1 % de ramnosa; y/o

- el 0,5 % de xilosa; y/o

- el 2,6 % de acido glucuronico;

en peso con respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas,
0 que comprende:

- el 0,3 % de manosa; y/o

- el 0,2 % de galactosa; y/o

- el 0,4 % de glucosa; y/o

- el 7,9 % de ramnosa; y/o

- el 0,5 % de xilosa; y/o

- el 4,9 % de éacido glucurénico;

en peso en relacién con el peso de la materia seca total del extracto de algas.

[0031] Tal como se indica anteriormente, el extracto de algas tal como se describe en el marco de la presente
invencion es un extracto de algas del orden de las ulvales, en particular un extracto de algas verdes de tipo Ulva, que
puede obtenerse por un procedimiento de preparacion en el que:

a) las algas se lavan y se les quita la arena;

b) dichas algas se trituran;

c) la fase sélida del triturado se separa de su fase liquida;

d) dicha fase liquida se clarifica;

e) el jugo obtenido en la etapa d) se ultrafiltra en una membrana de 50 kDa o menos; y el jugo de filtracién obtenido
en la etapa e) se concentra y después se seca.

[0032] Segun una realizacion de la invencion, el extracto de algas comprende:

- del 10 al 50 % de carbono;

- del 1 al 10 % de hidrégeno;
- del 1 al 5 % de nitr6geno;

- del 20 al 50 % de oxigeno; y
- del 1 al 15 % de azufre;

en porcentaje en masa de la materia seca total del extracto de algas. Todavia mas en particular, el extracto de algas
comprende:

- del 15 al 30 % de carbono;

- del 3 al 6 % de hidrogeno;

- del 1 al 3 % de nitr6geno;

- del 25 al 40 % de oxigeno; y
- del 2,5 al 10 % de azufre;

en porcentaje en masa de la materia seca total del extracto de algas.
Segun otra realizacion de la invencion, el extracto de algas comprende:

- del 10 al 50 % de carbono;
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- del 1 al 10 % de hidroégeno;
- del 0,5 al 5 % de nitrégeno;
del 20 al 60 % de oxigeno; y
- del 1 al 15 % de azufre;

en porcentaje en masa de la materia seca total del extracto de algas.
Los otros elementos quimicos presentes en la materia seca del extracto estan representados especialmente por los
minerales (Ca, K, Na, mg, Al, CI, |, P, Fe, etc.).

[0033] Mas en particular, el extracto de algas tal como se describe en el marco de la presente invencién se
caracteriza por el espectro RMN H presentado en la Figura 1.

[0034] Este espectro RMN H se ha registrado a 298 K en un espectrometro Bruker Avance 500 equipado con
una sonda criogénica inversa de 5 mm *H/13C/*>N TCI. Antes del andlisis, se disolvieron las muestras en el 99,97 %
de atomo de D20. Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm en comparacion con el patron externo (acido
trimetilsililpropiénico). No se ha realizado ninguna supresion de la sefial de HOD.

[0035] Segun una realizacion de la presente invencién, el extracto de algas que comprende en particular
polisacaridos polianionicos sulfatados y no sulfatados cuyo tamafio es inferior o igual a 50 kDa es tal que puede
obtenerse por un procedimiento de preparacion en el que:

a) las algas se lavan y se les quita la arena;

b) dichas algas se trituran;

c) la fase sélida del triturado se separa de su fase liquida;

d) dicha fase liquida se clarifica;

e) el jugo obtenido en la etapa d) se ultrafiltra con una membrana de 50 kDa o menos; y
f) el jugo de filtracion obtenido en la etapa €) se concentra y después se seca.

[0036] En particular, para la implementacién del procedimiento tal como se indica en el marco de la presente
invencion, en la etapa a) del mismo, las algas se lavan en agua dulce.

[0037] Se les puede quitar la arena usando cualquier medio a disposicion del experto en la materia.

[0038] Dichas algas se trituran después principalmente mediante un triturador, como ejemplo un afinador o un
cuter.

[0039] A continuacion, la fase solida del triturado, el orujo, se separa de su fase liquida, el jugo, por prensado

del triturado, por ejemplo, con la ayuda de una prensa de cinta o de platos, o por centrifugacion.

[0040] Por «jugo», se entiende el jugo citoplasmatico que incluye la estructura parietal de la doble estructura
de las células de las algas.

[0041] La fase liquida obtenida se clarifica después, por ejemplo, con un clarificador de platos, o por
centrifugacion, decantacion o filtracion (por ejemplo, de bolsa o de placa).

[0042] Después, se ultrafiltra el jugo.

[0043] Segun una realizacion para la implementacion del procedimiento tal como se indica en el marco de la

presente invencion, la ultrafiltracion se realiza en una membrana de 50 kDa o menos, especialmente en una membrana
de 40, 30, 20 o0 15 kDa. Mas en particular, la membrana serd una membrana de 15 kDa 0 menos.

[0044] Esta membrana puede ser por ejemplo una membrana de ceramica 0 una membrana organica. Mas en
particular, la membrana es una membrana de ceramica.

[0045] El jugo de filtracion obtenido se puede concentrar después, por ejemplo, por 6ésmosis inversa,
evaporacioén o precipitacion, después se seca por liofilizacion o atomizacion.

[0046] Opcionalmente, el extracto obtenido puede triturarse de nuevo después, con el fin de obtener un polvo
homogéneo en términos de granulometria.
[0047] Segun uno de estos aspectos, el procedimiento se desarrolla en parte a temperatura ambiente. Por

temperatura ambiente se entiende una temperatura comprendida entre 5y 25 °C.

[0048] Segun otro de estos aspectos, el procedimiento se desarrolla en parte a una temperatura comprendida
entre 4y 10 °C, esto con el fin de evitar los crecimientos microbianos.
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[0049] Segun una realizacion para la implementacion del procedimiento tal como se indica en el marco de la
presente invencion, el extracto de algas obtenido en la etapa f) del procedimiento mencionado anteriormente se
purifica, por ejemplo, por ultrafiltracién, en particular en una casete de ultrafiltracion, especialmente con el fin de
eliminar la parte mineral.

[0050] Segun otro de estos aspectos, el extracto de algas para su uso segun la invencién se obtiene por el
procedimiento tal como se describe anteriormente.

[0051] El procedimiento difiere de la mayoria de los procedimientos descritos en la técnica anterior debido a la
ausencia de una etapa que implique una precipitacion del extracto de algas. Se diferencia asimismo de los
procedimientos anteriores por la falta de uso de solventes, en particular organicos, lo que representa una ventaja
importante desde el punto de vista ecoldgico.

[0052] Por «algas verdes del tipo Ulva», se entiende las algas verdes agrupadas en el género Ulva, de la familia
de las Ulvaceae, del orden de las ulvales. Se pueden citar principalmente las especies y las subespecies siguientes:
Ulva acanthophora, Ulva anandii, Ulva angusta, Ulva arasakii, Ulva armoricana, Ulva atroviridis, Ulva attenuata, Ulva
beytensis, Ulva bifrons, Ulva brevistipitata, Ulva bulbosa, Ulva burmanica, Ulva byssoides, Ulva californica, Ulva
chaetomorphoides, Ulva clathrata, Ulva coccinea, Ulva compressa, Ulva conglobata, Ulva cornucopiae, Ulva cornuta,
Ulva covelongensis, Ulva crassa, Ulva crassimembrana, Ulva curvata, Ulva dactylifera, Ulva denticulata, Ulva elegans,
Ulva elminthoides, Ulva enteromorpha, Ulva erecta, Ulva expansa, Ulva fasciata, Ulva fenestrata, Ulva flexuosa, Ulva
gelatinosa, Ulva geminoidea, Ulva gigantea, Ulva grandis, Ulva hendayensis, Ulva hookeriana, Ulva hopkirkii, Ulva
indica, Ulva intestinalis, Ulva intestinaloides, Ulva intricata, Ulva intybacea, Ulva javanica, Ulva kylinii, Ulva lactuca,
Ulva lactucaefolia, Ulva laetevirens, Ulva laingii, Ulva linearis, Ulva lingulata, Ulva linkiana, Ulva linza, Ulva lippii, Ulva
litoralis, Ulva littorea, Ulva lobata, Ulva lubrica, Ulva marginata, Ulva micrococca, Ulva myriotrema, Ulva neapolitana,
Ulva nematoidea, Ulva ohnoi, Ulva olivacea, Ulva olivaceum, Ulva pacifica, Ulva papenfussii, Ulva paradoxa, Ulva
parva, Ulva parvula, Ulva patengensis, Ulva percursa, Ulva pertusa, Ulva phyllosa, Ulva popenguinensis, Ulva
porrifolia, Ulva procera, Ulva profunda, Ulva prolifera, Ulva pseudocurvata, Ulva pseudolinza, Ulva pulchra, Ulva
purpurascens, Ulva quilonensis, Ulva radiata, Ulva ralfsii, Ulva ranunculata, Ulva reticulata, Ulva rhacodes, Ulva rigida,
Ulva rotundata, Ulva rubens, Ulva saifullahii, Ulva scagelii, Ulva scandinavica, Ulva sericea, Ulva serrata, Ulva simplex,
Ulva sorensenii, Ulva spinulosa, Ulva stenophylla, Ulva stipitata, Ulva sublittoralis, Ulva subulata, Ulva taeniata, Ulva
tenera, Ulva tetragona, Ulva torta, Ulva tuberosa, Ulva umbilicata, Ulva uncialis, Ulva uncinata, Ulva usneoides, Ulva
utricularis, Ulva utriculosa, Ulva uvoides, Ulva ventricosa.

[0053] Asi, un extracto de algas para su uso segun la presente invencién puede usarse en aplicaciones
veterinarias, y estar comprendido en un medicamento o una composicion farmacéutica, para modular la respuesta
inmunitaria en un ser humano o un animal, en particular para estimular la respuesta inmunitaria en un ser humano o
un animal, y mas en particular para prevenir y/o tratar una patologia infecciosa tal como las mencionadas
anteriormente, todavia mas en particular en el marco de una profilaxis vacunal, a modo de complemento de la
vacunacion.

[0054] Asi la presente invencion se refiere igualmente a un extracto de algas para su uso tal como se menciona
anteriormente, en el que el extracto de algas estd comprendido en una composicion farmacéutica o en un
medicamento.

[0055] El uso no terapéutico de un extracto de algas seguln la presente invencion puede por su parte estar
dirigido a aplicaciones destinadas a seres humanos o a animales, por ejemplo, a través de complementos alimentarios
en el marco de la salud sin efectos secundarios para modular la respuesta inmunitaria en un ser humano o un animal,
en particular para estimular la respuesta inmunitaria en un ser humano o un animal.

[0056] Asi la presente invencion se refiere igualmente al uso no terapéutico de un extracto de algas tal como
se menciona anteriormente, en el que el extracto de algas esta comprendido en una composicion alimentaria.

[0057] En particular, la composicion alimentaria es (til a modo de complemento de la vacunacion.

[0058] Los excipientes farmacéuticamente aceptables usados para la preparacion de un medicamento o de
una composicién farmacéutica que comprende un extracto de algas para su uso segun la invencién se eligen segun
la forma farmacéutica y el modo de administracién deseado, entre los excipientes habituales que son conocidos por
el experto en la materia.

[0059] En la presente invencion para la administracion oral, sublingual, subcutanea, intramuscular, intravenosa,
topica, local, intratraqueal, intranasal, transdérmica o rectal, el extracto de algas tal como se define anteriormente,
puede administrarse en forma de dosis unitarias, en mezcla con excipientes farmacéuticos clasicos, a los animales y
a los seres humanos, para modular la respuesta inmunitaria, en particular para prevenir y/o tratar patologias
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infecciosas como las mencionadas anteriormente.

[0060] Las formas de administracién adecuadas incluyen formas orales como comprimidos, capsulas blandas
o duras, polvos, granulos y soluciones o suspensiones orales, formas de administracion sublingual, bucal,
intratraqueal, intraoculares, intranasales, por inhalacién, formas de administracién topicas, parenterales como
transdérmica, subcutanea, intramuscular o intravenosa, formas de administracién rectal e implantes. Para la aplicacion
topica, se pueden usar los extractos de algas para su uso segun la invencion en cremas, geles, pomadas o lociones.

[0061] Cuando se prepara una composicion soélida en forma de comprimidos, el ingrediente activo principal se
puede mezclar con un vehiculo farmacéutico, como gelatina, almidén, lactosa, estearato de magnesio, talco, goma
arabiga o anéalogos.

[0062] Los comprimidos se pueden recubrir igualmente con sacarosa, un derivado celulésico, o con otras
sustancias adecuadas o incluso se pueden tratar de modo que tengan una actividad prolongada o retardada y que
liberen de forma continua una cantidad predeterminada del principio activo.

[0063] Una preparacion en forma de capsulas se puede obtener por ejemplo mezclando el ingrediente activo
con un diluyente y vertiendo la mezcla obtenida en unas capsulas blandas o duras.

[0064] En una realizacion particular, el extracto de algas, el medicamento o la composicién farmacéutica para
Su uso segun la presente invencion estan destinados a una administracion oral. En otra realizacion, el extracto de
algas, el medicamento o la composicidn farmacéutica para su uso segun la presente invencion estan destinados a una
administracion parenteral.

[0065] Los medicamentos o composiciones farmacéuticas que comprenden un extracto de algas para su uso
segun la invencién pueden presentarse también en forma liquida, por ejemplo, en forma de soluciones, emulsiones,
suspensiones o jarabes, y especialmente en una forma adaptada para una administracion oral o intranasal, por
ejemplo. Los soportes liquidos adecuados pueden ser, por ejemplo, agua, disolventes organicos como glicerol o
glicoles, asi como sus mezclas, en proporciones variables, en agua.

[0066] Una preparacion en forma de jarabe o elixir o para administracion en forma de gotas puede contener
también el ingrediente activo junto con un edulcorante, acaldrico, por ejemplo, como el metilparabeno y el
propilparabeno como antiséptico, asi como un agente aromatizante y un colorante adecuado.

[0067] Los polvos o granulos dispersables en agua pueden, por ejemplo, contener el ingrediente activo
mezclado con agentes dispersantes o humectantes, o agentes de suspension, como la polivinilpirrolidona, asi como
edulcorantes o correctores del sabor.

[0068] En general, en el marco de la presente invencion, la dosis diaria del extracto de algas sera la dosis
eficaz mas baja del extracto de algas capaz de producir un efecto inmunoestimulador.

[0069] Por «dosis eficaz» se designa cualquier cantidad de una composicidon que permite observar el efecto
buscado, en este caso un efecto inmunoestimulador.

[0070] Segun uno de sus aspectos, un extracto de algas para su uso segun la invencion se usa en una
composicién tal como se menciona anteriormente para una administracion a una dosis en el ser humano comprendida
entre 0,1 y 100 mg/kg, todavia mas en particular entre 0,5 y 60 mg/kg, por ejemplo entre 1 y 20 mg/kg o entre 5 y
30 mg/kg, o a una dosis en el animal comprendida entre 1 y 200 mg/kg, mas en particular entre 1 y 100 mg/kg, todavia
mas en particular entre 2 y 45 mg/kg o entre 10 y 60 mg/kg.

[0071] Segun otro de sus aspectos, en el marco del uso no terapéutico de un extracto de algas segun la
presente invencion, este puede usarse en una composicién alimentaria.

[0072] Por «composiciéon alimentaria», se entiende por ejemplo cualquier tipo de alimentos funcionales,
productos alimentarios en forma de yogur o bebidas, principalmente lacteos, cualquier tipo de materia prima, aditivo o
coadyuvante tecnolégico, en forma de premezclas, medicinales o no, destinados a ser incorporados a los alimentos,
cualquier tipo de alimento completo o suplemento, destinado al consumo humano o animal.

Segun uno de sus aspectos, en el marco del uso no terapéutico de un extracto de algas en una composicion
alimentaria, este se usa para una administracién a una dosis en el ser humano comprendida entre 0,1 y 100 mg/kg,
todavia mas en particular entre 0,5 y 60 mg/kg, por ejemplo entre 1 y 20 mg/kg o entre 5y 30 mg/kg, 0 a una dosis en
el animal comprendida entre 1 y 200 mg/kg, mas en particular entre 1 y 100 mg/kg, todavia mas en particular entre 2
y 45 mg/kg o entre 10 y 60 mg/kg.

[0073] La presente invencién, segln otro de estos aspectos, se refiere igualmente a un procedimiento para
modular la respuesta inmunitaria en un ser humano o un animal, en particular para estimular la respuesta inmunitaria
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en un ser humano o un animal que comprende la administracién, a un ser humano o un animal, de una dosis eficaz
de un extracto de algas segun la invencion.

[0074] Mas en particular el procedimiento segun la presente invencién estimula la respuesta inmunitaria en un
ser humano o un animal, en particular en el sistema inmunitario intestinal.

[0075] Todavia mas en particular, el procedimiento segln la invencion induce la expresion de moléculas de
adhesién y de quimiocinas, especialmente las IL8 y/o IL-1a y/o 11- y/o IL6 y/o TNF-a y/o CCL20,

[0076] El extracto de algas administrado en el marco del procedimiento segun la invencién puede estar
comprendido en un medicamento, una composicion farmacéutica o una composicién alimentaria, tal como se
menciona anteriormente.

[0077] Puede administrarse segun los modos de administracién mencionados anteriormente.

[0078] Segun una realizacion para la implementacion del procedimiento segun la invencion, el extracto de algas
segun la invencién se administra en una composicion farmacéutica.

[0079] En particular, dicho procedimiento es Util para la prevencion y/o el tratamiento de una patologia
infecciosa tal como las mencionadas anteriormente.

[0080] Segun otra realizacién para la implementacion del procedimiento segun la invencion, el extracto de algas
seguln la invencion se administra en una composicién alimentaria.

[0081] En particular, la presente invencion se refiere igualmente a un procedimiento tal como se menciona
anteriormente que comprende la administracién, a un ser humano o un animal, de una dosis eficaz de un extracto de
algas segun la invencién durante un periodo de 3 a 30 dias, en particular de 10 a 20 dias o de 3 a 10 dias, a una dosis
en el ser humano comprendida entre 0,1 y 100 mg/kg, mas en particular entre 0,5 y 60 mg/kg, todavia mas en particular
entre 1y 20 mg/kg o entre 5y 30 mg/kg, o a una dosis en el animal comprendida entre 1y 200 mg/kg, mas en particular
entre 1y 100 mg/kg, todavia mas en particular entre 2 y 45 mg/kg o entre 10 y 60 mg/kg.

[0082] Segun una realizacion para la implementacion del procedimiento segun la invencion, después de
transcurrido el periodo de tiempo mencionado anteriormente, la administracion del extracto de algas puede renovarse
para un periodo equivalente.

[0083] Segun uno de estos aspectos, la presente invencién se refiere igualmente a un procedimiento tal como
se menciona anteriormente que comprende:

a) la preparacién de un extracto de algas segun la invencion por el procedimiento siguiente:

- lavado y retirada de la arena de las algas;

- trituracion de dichas algas;

- separacion de la fase sdlida del triturado de su fase liquida;

- clarificacién de dicha fase liquida;

- ultrafiltracion del jugo obtenido en la etapa anterior en una membrana de 50 kDa o0 menos, por ejemplo, de 15 kDa
0 menos; y

- concentracion y después secado del jugo de filtracion obtenido en la etapa anterior; seguido opcionalmente por
una etapa de ultrafiltracion, por ejemplo, en una casete de ultrafiltracion; y

b) la administracion, a un ser humano o un animal, de una dosis eficaz de un extracto de algas segun la invencién, en
particular durante un periodo de 3 a 30 dias, mas en particular de 10 a 20 dias o de 3 a 10 dias, a una dosis en el ser
humano comprendida entre 0,1 y 100 mg/kg, todavia mas en particular entre 0,5 y 60 mg/kg, por ejemplo entre 1y
20 mg/kg o entre 5 y 30 mg/kg, 0 a una dosis en el animal comprendida entre 1 y 200 mg/kg, mas en particular entre
1y 100 mg/kg, todavia mas en particular entre 2 y 45 mg/kg o entre 10 y 60 mg/kg.

[0084] La presente invencion se ilustrara en mas detalle por las figuras y los ejemplos siguientes que no limitan
su alcance.

FIGURAS
[0085]
Figura 1 : Espectro RMN H de un extracto de algas segln la presente invencion

Figura 2 : Cromatograma obtenido con el extracto de algas segun la invencién separado en dos columnas shodex
802y 803
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Figura 3: Cromatograma obtenido después del andlisis de derivados trimetilsililados de la muestra del extracto de
algas segun la invencion por cromatografia en fase gaseosa. Con Ara: Arabinosa; Gal: Galactosa; Glc: Glucosa;
Xyl: Xilosa; Man: Manosa; Rha: Ramnosa, GIcA: Acido glucurénico

Figura 4: Evaluacion de la dosis maxima no toxica del extracto de algas EA1 segun la invencion

Figura 5 : Evaluacion de la dosis maxima no tdxica del extracto de algas EA2 segun la invencion

Figura 6 : Evaluacion de la dosis maxima no toxica del extracto de algas EA3 segun la invencion

Figura 7 : Efectos de los extractos de algas EA1, EA2 y EA3 segun la invencion en la expresion de IL8 (medida por
gPCR)

Figura 8 : Efectos de los extractos de algas EA1, EA2 y EA3 segun la invencion en la expresién de TNF-a (medida
por

gPCR)

Figura 9 : Efectos de los extractos de algas EA1, EA2 y EA3 segun la invencion en la expresion de CCL20 (medida
por qPCR)

Figura 10 : Efectos del extracto de algas EA1 segln la invencién en la expresion de IL6 (medida por gPCR)
Figura 11 : Efectos del extracto de algas EA1 segln la invencion en la expresion de IL1 a (medida por qPCR)
Figura 12 : Efectos del extracto de algas EA1 segun la invencién en la expresion de IL1 § (medida por qPCR)
Figura 13 : Efectos del extracto de algas EAL segln la invencion en la expresion de PPARy (medida por qPCR)
Figura 14 : Efectos del extracto de algas EAL segun la invencion en la expresion de IL12p35 (medida por qPCR)
Figura 15 : Efectos de los extractos de algas EA1 y EA3 segun la invencion medido por ELISA en la expresion de
TNF-a.

Figura 16: Efectos de los extractos de algas EA1l y EA3 segun la invencion medido por ELISA en la expresion de
IL-8

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Preparacion de un extracto de algas segun lainvenci  6n

[0086] Una tonelada de algas del tipo Ulva, frescas y en bruto, se lavan en agua embotellada y se les quita la
arena con la ayuda de una maquina para lavar las algas.

[0087] Salvo indicaciones contrarias, las etapas del procedimiento se realizan a temperatura ambiente.

[0088] Las algas (1 tonelada de algas escurridas al 8 % de materia seca) se trituran después en finas particulas

mediante un afinador industrial (marca Inotec tipo «I1175CDI-75D»). Por «finas particulas», se entiende unas particulas
cuyo tamafio esta comprendido entre 50 y 1.000 nm, con dos poblaciones, la primera cuyos tamafios estan
comprendidos entre 50 y 200 nm, la segunda cuyos tamafios estan comprendidos entre 600 y 1.000 nm.

[0089] El triturado se prensa después mediante una prensa de cinta industrial de marca Flottweg tipo «B FRU
800 HK» a una velocidad de aproximadamente 1 tonelada/hora.

[0090] Esta etapa permite la separacion de la fase sdlida (orujo) de la fase liquida (jugo). El rendimiento en
jugo obtenido es del 75 %.

[0091] Los 750 kg de jugo bruto obtenidos se clarifican después mediante un clarificador de platos de la marca
Flottweg tipo «AC 2000x».

[0092] Se obtienen de este modo 710 kg de un jugo claro al 3,10 % de materia seca (del 95 al 98 % de
rendimiento en masa) y una crema (del 2 al 5 % en masa).

[0093] Después, el jugo claro se ultrafiltra en una membrana de ceramica (Tami Industries) de 15 kDa.

[0094] Se obtiene de este modo un permeato y un retenido. El permeato se conserva hasta la obtencién de

640 kg de jugo de filtracion (91 % de rendimiento en volumen) al 2,2 % de materia seca.

[0095] El jugo de filtracion (permeato) se seca después por liofilizacion después de concentracion por
evaporacion.

[0096] La concentracion se realiza en un evaporador de efecto simple (EVA 1000, Pignat) con los parametros
siguientes: recirculacion forzada, velocidad de alimentacién 10L/h, presion de vapor de 1 bar, presién de vacio de 0,3
bar y temperatura de evaporacion de 90 °C.

[0097] Una primera concentracion se realiza con una velocidad de agua evaporada de 8L/h y el °brix aumenta
del 5,5 (igual a una concentracion de materia seca del 4,5 %) al 14,7.

[0098] A continuacién, esta solucién se concentra una segunda vez con una velocidad de agua evaporada de
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5-6 L/h y el °brix aumenta hasta 34. La concentracién de materia seca de la solucion se determina al 38,4 %.

[0099] A continuacion, la liofilizacién se realiza con la ayuda de un equipo Bioblock scientific (modelo CHRIST
alpha 1-4 LSC) a una temperatura de congelacion de -80 °C que es igualmente la temperatura minima a lo largo de
esta etapa.

[0100] El polvo obtenido se tritura después con un triturador planetario MiniMill de la marca Philips. El producto
se ha introducido en unos recipientes de trituracion (10 g de producto en cada recipiente de trituracién con 4 bolas de
zirconita). El conjunto se pone en rotacion durante 15 minutos a la velocidad 10.

[0101] De este modo se obtienen 14 kg de polvo de extracto de algas.

Ejemplo 2 : Determinacién del tamafio de los polisacaridos polia niénicos sulfatados vy no sulfatados de un
extracto de algas segun la invencién por GPC (Gel Per __meation Chromatography)

[0102] El extracto de algas segun la invencién preparado segin el ejemplo 1 se ultrafiltra en una membrana
1.000 Da y se disuelve a una concentracion de 0,5 g/L en agua. Después se inyecta en dos columnas shodex 802 y
803 colocadas en serie (contexto de fraccionamiento de la columna 802: 4x10° Da y de la columna 803: 1,7x10° Da).
El eluyente utilizado es el nitrato sédico 0,1 M con la azida de sodio al 0,2 % con una velocidad de 0,5 ml/min. La
deteccién se ha realizado a través de refractometro Wyatt y un detector de difusion de la luz 18 angulos Wyatt. Los
dn/dc se toman iguales a 0,150 mL/g.

[0103] El cromatograma detectado por el refractometro se presenta en la figura 2.
[0104] Se obtiene un tamafio medio de los polisacaridos de un extracto de algas segun la invencion de 4,4 kDa.

Ejemplo 3: Determinacién de la composicién de un ext racto de algas seqgun la invencién

[0105] El extracto de algas segun la invencion y preparado segun el ejemplo 1 se purifica por ultrafiltracion
frontal en unas células amicon funcionando bajo agitacion. Se utiliza una membrana en celulosa regenerada de umbral
de corte de 1.000 Da. Se disuelve una muestra de 572,1 mg de extracto de algas segun la invencion en 150 ml de
agua ultrapura milli-Q. Se utilizan cinco litros de agua para eliminar las moléculas de masa inferior a 1.000 Da. El
retentado se liofiliza. Se pesan 117 mg en una muestra. El rendimiento de la ultrafiltracion es entonces del 20,5 %
(p/p). Se han realizado los analisis siguientes en las muestras ultrafiltradas.

[0106] La proporcién de los monosacaridos constituyentes de los polisacaridos del extracto de algas segun la
invencion se determina segun el método de Kamerling (Kamerling y col., 1975) modificado por Montreuil (Montreuil y
col., 1986). La identificacion y la dosificacion de los monosacaridos necesitan hidrélisis por metandlisis del polimero
de modo que sdlo se obtienen unos mondmeros. Los residuos glicosidicos se trimetilsililan después para hacer que
seran volatiles. De este modo se han identificado y dosificado por cromatografia en fase acuosa en forma de
metilglicosidos O-trimetilsililados.

[0107] Se usan los reactivos siguientes:

- Solucién de metanol/HCI 3 N (Supelco);

- Carbonato de plata;

- Mioinositol;

- Piridina;

- Reactivo Sylon BFT (BSTFA +TMCS 99:1) (Supelco); y
- Diclorometano.

[0108] El modo operativo es el siguiente: 400 pg del extracto algas preparados como se ha mencionado
anteriormente y 50 ug de mioinositol se colocan en un bafio en seco en presencia de 500 ul de una mezcla de
metanol/acido clorhidrico 3 N (Supelco) durante 4 horas a 100 °C. Las muestras se centrifugan 15 minutos a 3.000
rpm y el sobrenadante se evapora bajo un flujo de nitrégeno. A continuacion, los compuestos se disuelven en 80 pl de
piridina y se incuban durante 25 minutos a 80 °C con 80 pl de sylon (BSTFA: TMCS, 99:1, Supelco). Después de
evaporacion blanda de los reactivos en exceso bajo chorro de nitrdgeno, se retoman los metilglicésidos trimetilsililados
en 500 pl de diclorometano y a continuacion se inyectan en cromatografia en fase gaseosa (inyeccion en columna,
detector FID: ionizacién de llama). El gas vector es el nitrégeno. La columna, del tipo HP-5MS (30 m, 0,25 mm de
diametro interno), es apolar. El programa de ascenso de la temperatura es el siguiente: 120 °C mantenidos durante 1
minuto, después un gradiente de 1,5 °C/min hasta 180 °C, seguida de un gradiente de 2 °C/min hasta 200 °C.

[0109] Cada monosacérido es identificado por comparacion de los tiempos de retencion relativos en relacion

con el patrén interno, con los de los polisacéaridos puros tratados en las mismas condiciones. Se calcula un coeficiente
para cada monosacarido con respecto al calibre interno con el fin de definir la proporciéon de cada monosacarido en
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los polisacaridos del extracto de algas segun la invencion.
[0110] Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 1 siguiente y en la figura 3.
Tabla 1: Composicion del extracto de algas segun la invencion obtenidas después del andlisis de derivados

trimetilsililados por cromatografia en fase gaseosa, expresada en peso con respecto al peso total del extracto de
algas; con Ara: Arabinosa; Gal: Galactosa; Glc: Glucosa; Xyl: Xilosa; Man: Manosa; Rha: Ramnosa, GIcA: Acido

glucurénico
o 0
Muestra % en peso del ultrafiltrado Rendlm!ento_QIe la % en peso del
ultrafiltracion extracto bruto
Ara 0,6 20,50 % 0,123
Gal 1,3 20,50 % 0,267
Glc 0,1 20,50 % 0,021
Xyl 2,45 20,50 % 0,502
Man 0,45 20,50 % 0,092
Rha 39,6 20,50 % 8,118
GIcA 12,9 20,50 % 2,645

Ejemplo 4: Evaluacion de la actividad del extracto de algas segun la invencién en cuanto a su_actividad
inmunomoduladora

[0111] Los efectos del extracto de algas segun la invencién se someten a ensayo en células epiteliales porcinas
diferenciadas IPEC-1.

[0112] Las células epiteliales intestinales porcinas (Intestinal Porcine Epithelial Cell-1, IPEC-1) son células
yeyunales de lechén transformadas espontdneamente.

[0113] Previamente se determina la cantidad 6ptima de células IPEC-1 para su depdsito en los pocillos de una
placa P6 para alcanzar la confluencia en 3 dias. La dosis de 0,2 x 10° células/cm? se conserva como dosis optima.

[0114] A continuacion, se estudia la dosis maxima no toxica del extracto de algas segun la invencion con el fin
de determinar la dosis maxima que no inhibe la proliferacion celular de las células IPEC-1.

Se preparan dos extractos de algas segun la invencion segun el ejemplo 1 (denominados respectivamente EAL y
EA2).

Se prepara un tercer extracto de algas EA3, preparado igualmente segun el ejemplo 1, pero que se ha sometido a una
etapa de purificacion ulterior.

Para la purificacion, el extracto EA3 se ultrafiltra en una casete PALL minimate de umbral de corte 1kDa. A
continuacion, este extracto se liofiliza.

[0115] Los tres extractos se disuelven en 28 mL de medio DMEM/F12 completo. A continuacion, se preparan
50 mL de solucion al 1 %, o bien 0,5 g tomados en 50 mL. Seguidamente se efectla una esterilizacion por filtracion a
0,2 pm.

A continuacion, se realizan diluciones en tubo Falcon 50 mL para ensayar diferentes concentraciones de extracto de
algas, como se indica en la tabla 2 mostrada a continuacion.

Tabla 2
Preparacion de solucién de un extracto de algas
1% 05% | 0,1% | 0,05% | 0,01%
dilucion deseada 2 5 2 5
dilucion obtenida 2 5 2 5
volumen de dilucién anterior 19 9,5 18 6
volumen del medio 48 19 37,8 18 24
volumen total 48 38 47,3 36 30

13
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(continuacion)
Preparacion de solucién de un extracto de algas

1% | 05% | 01% | 0,05% | 0,01%

resto 29,0 28,5 29,3 30,0 30,0

A continuacion, se preparan las células siguiendo el protocolo que se muestra seguidamente:

5 1. preparacién de 28 ml de suspensioén celular a 0,07 x 108 células/mL para cada dosis para ensayo, es decir 1,96
x 106 células/dosis,

. tripsinizacién,

. las células se lavan con PBS sin Ca-Mg,

. depésito de Tripsina ATV (2 mL/F175, o 0,4 mL/pocillo P6) para disociar y despegar las células,

. incubacién 5 minutos a 37 °C,

. colocacion de nuevo en medio de cultivo,

. numeracion con azul de tripano,

. preparacién de 6 tubos Falcon de 15 mL con 2,23 mL,

. centrifugacion, y

15 10. toma del deposito de células de cada tubo en 28 mL de cada solucién de extracto para ensayo y transferencia

a un tubo Falcon de 50 mL.

10
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La puesta en cultivo se efectla depositando 3 ml/pocillo de cada suspension en las placas y después incubando a
37 °C durante 24,48y 72 h.
20 Latabla 3 resume el contenido de los diferentes pocillos.

Tabla 3
Dosis | Volumen |Ctd extraida | N° células Ctd extraida/célula

g/100 ml | ml/pocillo | mg/pocillo por pocillo mg Mg ng

0 3 0 2,1 E+05 0 0,0000 0,0

0,01 3 0,3 2,1 E+05 1,4 E-06 | 0,0014 1,4

0,05 3 15 2,1 E+05 7,1 E-06 | 0,0071 7,1

0,1 3 3 2,1 E+05 1,4 E-05 | 0,0143 14,3
0,5 3 15 2,1 E+05 7,1E-05 | 0,0714 71,4
1 3 30 2,1 E+05 1,4E-04 | 0,1429 142,9

[0116] A continuacion, se observan los cultivos y, en su caso, se toman fotografias.

25
Las células se recogen y enumeran segun el protocolo que se muestra a continuacion:

. tomar una placa 6 de pocillos,

. retirar el sobrenadante,

. lavar con 1 mL de PBS sin Ca-Mg,

. depositar 0,4 mL/pocillo de tripsina ATV,

. incubar 5 min a 37 °C hasta el desprendimiento de las células,

. afadir 0,6 ml de medio de cultivo,

. mezclar bien, y

. usar azul de tripano al 0,4 %, (50 pL de células + 50 pL de azul de tripano al 0,4 %), y después contar las células
en hematimetro de Malassez en un total de 100 rectangulos.

30
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35

[0117] Los resultados de las figuras 4 a 6 demuestran que la dosis maxima no téxica es del 0,1 % para EAl y
EA2y del 0,5 % para EA3.

40
[0118] La estimulacién de las células IPEC-1 diferenciadas por los extractos de algas segun la invencion EAL,
EA2 y EA3 se somete a ensayo durante 4 h a 37 °C (aproximadamente 10 dias después de la confluencia) a D15.

[0119] Se someten a ensayo tres dosis (DM (dosis maxima), DM/10, DM/100) en comparaciéon con LPS

45 bacteriano (control positivo) y del medio de diferenciacion (control negativo).
Las soluciones de extracto de algas segun la invencion EA1, EA2 y EA3 obtenidas por el procedimiento indicado en

14



ES 2790 678 T3

el ejemplo 1 se preparan al 0,1 % en DMEM/F12 completo. Para ello, se toman 0,02 g en 20 mL y se efectda una
esterilizacion por filtracion de 0,2 um. Seguidamente se llevan a cabo diluciones sucesivas como se indica en la tabla
4 mostrada a continuacion.

15
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Tabla 4
Preparacion de soluciones de extracto de algas
DM DM/10 | DM/100
0,1% | 0,01 % | 0,001 %
dilucion deseada 10 10
dilucién obtenida 10 10
volumen de dilucién anterior 2 2
volumen del medio 18 18
volumen total 20 20 20
resto 18 18 20
[0120] La cantidad de extractos de algas por célula se indica en la tabla 5 mostrada a continuacion.
5 Tabla 5
Dosis Volumen |Ctd extraida | N° células Ctd extraida/célula
g/100 ml | ml/pocillo | mg/pocillo por pocillo mg mg ng
0,001 2 0,02 4,0 E+05 5E-08 0,00005 | 0,05
0,01 2 0,2 4,0 E+05 5,0 E-07 | 0,0005 0,5
0,1 2 2 4,0 E+05 5,0 E-06 | 0,0050 5,0
[0121] A continuacion, se prepara la solucién de LPS (SIGMA 0111:B4) (dosis: 50 ng/10° células). Se depositan
200 ng de LPS/pocillo en un volumen de 2 mL. La tabla 6 mostrada a continuacion indica las diferentes concentraciones
preparadas.
10
Tabla 6
Preparacién de soluciones LPS
1 mg/ml | 1.000 ng/ml | 100 ng/ml
dilucion deseada 1.000 10
dilucion obtenida 1.000 200
vol de dilucién anterior 0,001 0,1
volumen del medio 1 0,999 19,9
volumen total 1 1,000 20,0
Resto (ml) 1 1 20
[0122] En las placas, se depositan 2 mL de medio para ensayo en cada filtro y 3 mL por debajo. A continuacion,

15 se incuba la totalidad durante 4 h a 37 °C en el 5 % de CO..
Las células IPEC-1 tratadas se recogen a continuacion para su analisis segun el protocolo siguiente:

1. se lavan los pocillos dos o tres veces con 1 mL de agua fisiolégica tamponada,
2. se toman las células en 350 ul de Tampdn RAL (kit Macherey-Nagel), y
20 3. se efectlia una transferencia en tubos Eppendorf, numerados de 1 a 15.

A continuacién, se extraen los ARN siguiendo las instrucciones del fabricante del kit Macherey-Nagel NucleoSpin RNA
I, Ref 740955.250, Lote 1211/004.
Los ARN obtenidos se transcriben seguidamente en ADN por transcripcion inversa segun el protocolo siguiente:
25
1. para cada muestra, calcular el volumen que se debe tomar para tratar 1 ug,
2. depositar este volumen en cada pocillo de un médulo colocado en bloque refrigerado,
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. afiadir el volumen de agua necesario QSP 9 uLl,

. afiadir 1,3 L de oligo dT anclado 100 uM Sample 3154325 Eurogentec,

. incubar 10 minutos a 65 °C en GeneAmp PCR System 9700 (USER Khalid),

. durante la incubacién preparar la mezcla en un tubo cénico de 1,5 mL (para una muestra) en hielo:

o0k Ww

i. 4 yL de tampon 5X

ii. 2 yL de dNTP 20 mM (Eurogentec)

iii. 1,9 yL de agua milliQ

iv. en el Gltimo momento afiadir 0,8 uL de enzimas MuMLV 25 U/ul (ME-0125-400) (Eurogentec)

7. en cada muestra afiadir 8,7 uL de mezcla para un volumen final de 20 L,

8. colocar el mddulo en bloque refrigerado,

9. incubar 90 minutos a 37 °C para la polimerizacion y 5 minutos a 93 °C para inactivar la enzima al final de la
reaccion en GeneAmp PCR System 9700, y

10. congelar a -20 °C en una caja ADN(1)MO.

A continuacion, se analizan las muestras en gPCR (pruebas one way ANOVA, diferencias probadas no paramétricas
Dunnet).

Se prueba el efecto del extracto EAL en la expresion de IL8, de TNF-a, de CCL20, de IL6, de IL1 a, de IL1 B, de PPARY
y de IL 12p35. Se prueba el efecto de los extractos EA2 y EA3 en la expresion de IL8, de TNF-a y de CCL20. Los
resultados se indican en las figuras 7 a 14.

Muestran un crecimiento de la expresion del ARNm de las diferentes citocinas sometidas a ensayo.

[0123] Se evalla igualmente la actividad inmunoestimuladora de un extracto de algas segun la invencion
estudiando la estimulacion de los factores de inmunidad mediante ELISA en células IPEC-1 diferenciadas.

Los dos kits comerciales usados son el Kit Duo set porcine CXCL8/IL8 (ref: DY535) y el Kit Duo set porcine TNF-a
(ref: DY690B) suministrados por la empresa R&D Systems. Los dos kits siguen el mismo protocolo usando un
anticuerpo de captura, un anticuerpo y un sistema de deteccion y proteinas estandar especificas para cada
interleucina.

Cultivo celular e incubacién con los extractos EA1 y EA3 para la produccion de citocinas

[0124] Las células IPEC-1 (0,25 x 10° células/cm?) son cultivadas en insertos de cultivo durante 3 dias hasta
obtener una confluencia celular. A continuacion, se sustituye el suero de ternera fetal por dexametasona a 107 M para
diferenciar las células durante un periodo de 10-14 dias. Se incuban tres pocillos de cultivo durante 24 h a 37 °C en
presencia de los extractos EAL y EA3. Los testigos estan constituidos por cultivos celulares sin extractos de algas. Se
recogen los sobrenadantes de cultivo por encima y por debajo de los insertos y se almacenan a -80 °C en tubo
Eppendorf hasta su dosificacion.

Dosificacion de IL8 y de TNF-a por ELISA

[0125] Los anticuerpos de captura (anti IL-8 o anti TNF-a de ratén), diluidos 1/180 en PBS, se inmovilizan a
razén de 100 pL/pocillo durante la noche a temperatura ambiente. Se efectlan tres lavados para eliminar los
anticuerpos no fijados con 400 pL/pocillo de PBS que contienen el 0,05 % de Tween (tampon de lavado). A
continuacion, se realiza una etapa de saturacion para bloquear los sitios de fijacion no especificos y evitar asi que las
proteinas para ensayo se fijen al plastico. Para ello, se afiaden 300 pL/pocillo de tampén PBS que contiene el 1 % de
suero de albumina bovina (BSA). Las placas se incuban durante 1 h a temperatura ambiente y después se lavan tres
veces con 400 uL/pocillo de tampdn de lavado. Las proteinas estandar (IL8 y TNF-a recombinantes) se diluyen a la
mitad en un tampo6n PBS que contiene el 1 % de BSA para tener concentraciones del orden de 4.000, 2.000, 1.000,
500, 250, 125 pg/ml. Se deposita un volumen de 100 uL de muestra de sobrenadante puro y de proteinas estandar
por pocillo y después se incuba durante 2 h a temperatura ambiente. Después de una etapa de tres lavados con 400
pL/pocillo de tampdn, se incuban las placas en presencia de 100 pL/pocillo de anticuerpos de deteccion acoplado con
la biotina diluida a 1/180 con tampdn de dilucion que contiene suero de cabra descomplementado al 2 %. Después de
una incubacién de 2 h a temperatura ambiente, las placas se lavan tres veces con tampoén de lavado y después se
incuban con 100 pL de conjugado Estreptavidina-HRP durante 20 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz.
Después de tres lavados con tamp6n de lavado, se incuban los pocillos con 100 uL de sustrato (v/v reactivo A y B)
durante 20 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. La reacciéon HRP-sustrato se detiene con 50 pL/pocillo
de una solucion de parada y se efectda la lectura de la DO (densidad 6ptica) a 450 nm con un lector ELISA Labsystems
Multiskan RC.

Los resultados se indican en las figuras 15y 16.

Muestran un crecimiento de la expresion proteica de las diferentes citocinas probadas.

CONCLUSION

[0126] La administracion de un extracto de algas segun la presente invencion evidencia de este modo un efecto
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inmunoestimulador del producto.
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REIVINDICACIONES

1. Extracto de algas del orden de las ulvales, en particular extracto de algas verdes de tipo Ulva, que
comprende polisacéaridos polianidnicos sulfatados y no sulfatados cuyo tamafio es inferior o igual a 50 kDa, excluyendo
polisacaridos polianiénicos sulfatados y no sulfatados cuyo tamafio discriminado por ultrafiltracion es superior a
50 kDa, para su uso para modular la respuesta inmunitaria en un ser humano o un animal.

2. Extracto de algas para su uso segun la reivindicacion 1, en la que dichos polisacaridos comprenden
manosa y/o arabinosa, en particular manosa.
3. Extracto de algas para su uso segun la reivindicacién 2, en el que dichos polisacaridos comprenden al

menos el 0,005 % de manosa y/o al menos el 0,005 % de arabinosa, en peso con respecto al peso de la materia seca
total del extracto de algas.

4. Extracto de algas para su uso segun la reivindicacion 3, en el que dichos polisacaridos comprenden
manosa en una cantidad comprendida entre el 0,01 y el 0,50 % y/o arabinosa en una cantidad comprendida entre el
0,01y el 0,5 %, en peso con respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas.

5. Extracto de algas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dichos
polisacaridos comprenden, ademas:

- galactosa;

- glucosa;

- ramnosa;

- xilosa; y

- &cido glucuroénico.

6. Extracto de algas para su uso segun la reivindicacién 5, en el que dichos polisacaridos comprenden:

- del 0,05 al 0,5 % de galactosa en peso con respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas;

- del 0,005 al 0,5 % de glucosa en peso con respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas;

- del 2 al 15 % de ramnosa en peso con respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas;

- del 0,1 al 1 % de xilosa en peso con respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas; y

- del 1 al 7 % de acido glucurdnico en peso con respecto al peso de la materia seca total del extracto de algas.

7. Extracto de algas del orden de las ulvales, en particular extracto de algas verdes del tipo Ulva,
susceptible de obtenerse por un procedimiento en el que:

a) las algas se lavan y se les quita la arena;

b) dichas algas se trituran;

c) la fase sélida del triturado se separa de su fase liquida;

d) dicha fase liquida se clarifica;

e) el jugo obtenido en la etapa d) se ultrafiltra con una membrana de 50 kDa o menos; y
f) el jugo de filtracion obtenido en la etapa €) se concentra y después se seca;

para su uso para modular la respuesta inmunitaria en un ser humano o un animal.

8. Extracto de algas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, para estimular la respuesta
inmunitaria en un ser humano o un animal, en particular en el sistema inmunitario intestinal.

9. Extracto de algas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el extracto de
algas induce la expresion de moléculas de adhesion y de quimiocinas, especialmente las IL8 y/o IL-1a y/o IL1-B y/o
IL6 y/o TNF-a y/o CCL20.

10. Extracto de algas para su uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, a modo de complemento
de la vacunacion.

11. Extracto de algas para su uso segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para el tratamiento y/o la
prevencion de patologias infecciosas, especialmente las patologias infecciosas porcinas elegidas entre: parvovirosis,
erisipela porcina, rinitis infecciosa, gripe (influenza), circovirosis porcina, micoplasmosis y colibacilosis; las patologias
infecciosas aviares elegidas entre: enfermedad de Marek, enfermedad de Newcastle, bronquitis infecciosa,
enfermedad de Gumboro, viruela aviar, micoplasmaosis, anemia infecciosa aviar, laringotraqueitis infecciosa, EDS y
gripe aviar; las patologias infecciosas bovinas elegidas entre: BVD (diarreas viricas bovina), bronconeumonia
enzodtica, IBR, virosis herpética, clostridiosis, colibacilosis, fiebre catarral, coronavirosis, rotavirosis y rinotraqueitis; y
las patologias infecciosas acuicolas elegidas entre: necrosis hematopoyética, vibriosis, forunculosis, necrosis
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pancreatica infecciosa y anemia infecciosa.
12. Extracto de algas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el extracto de
algas esta comprendido en una composicion farmacéutica.

13. Extracto de algas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el extracto de
algas esta comprendido en una composicion alimentaria.

14. Extracto de algas para su uso segun la reivindicacion 12, en el que el extracto de algas se administra a
una dosis en el ser humano comprendida entre 0,1 y 100 mg/kg o a una dosis en el animal comprendida entre 1y
200 mg/kg.

15. Extracto de algas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que los polisacaridos
polianiénicos sulfatados y no sulfatados tienen un tamafio discriminado por ultrafiltracién inferior o igual a 15 kDa.

16. Extracto de algas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho extracto
de algas es tal que puede obtenerse por un procedimiento de preparacion en el que:

a) las algas se lavan y se les quita la arena;

b) dichas algas se trituran;

c) la fase sélida del triturado se separa de su fase liquida;

d) dicha fase liquida se clarifica;

e) el jugo obtenido en la etapa d) se ultrafiltra con una membrana de 50 kDa o menos; y
f) el jugo de filtracién obtenido en la etapa €) se concentra y después se seca.

17. Extracto de algas para su uso segun una de las reivindicaciones 7 o 16, en el que el jugo obtenido en la
etapa d) del procedimiento de preparacion se ultrafiltra en una membrana de 15 kDa 0 menos.

18. Extracto de algas para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 7, 16 0 17, en el que el extracto
de algas obtenido en la etapa f) del procedimiento de preparacién se purifica, especialmente por ultrafiltracion.

20
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