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La invencién se refiere a un procedimiente para
la preparacién de un agente inmunelégico, administrable
por via oral, parae la prefilaxis y terapia de las gastro-
enteritis, especialmente de las gastreenteritis infantiles,
de seres humanos.

Las gastroenteritis infantiles (dlarreas) de se-
res humenos y de animales, han sido desde siempre un pro-
blema importante., Desde hace muchos afies se ha buscade,
hasta ahora inutilmente, un agente profiléctico y terapéu-
tico eficaz.

En 1969 se pudo aislar, en terneres, el agente
causante de una gran parte de las diarreas de estos anima-
les, el virus de la diarrea de terneres de Nebraska (NCDV).
En 1975, se conocid, asimismo, que la diarrea de terneros
podia evitarse cen calostro de animales oeriginalmente in-

munes contra el NCDV y contra virus no diferenciables, tan-

A partir de 1973, se aisld, en muchos casos de ga
treenteritis infantiles en seres humanes, un virus (Rota-
virus) de los excrementos de nifios enfermos. Sin embargo,
no se sabe si el virus aislado se considera como agente pa-
tégeno de la gastroenteritis infantil.

Serprendeniemecnte se ha encontrado ahora que anti;
cuerpes, contra Rotavirus y/e NCDV, administrados per via
oral, obtenibles del calostre y/o de la leche de rumiantes
inmunizades, propercionan una proteccién frente a una gas-

troenteritis prevecada experimentalmente por Rotavirus en
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primates. E1 sindrome clinico en los primates es muy seme~
jante al de las gastroenteritis conocidas en el caso de se-
res humanos, en las que hasta shora no habia podide encon~
trarse ningin agente infeccioeso, especialmente en las que
son deneminadas diarreas de invierno.

Es objeto de la invencidn, per consiguiente, un
procediniento para la preparacién de un agente para la
profilaxis y terapia de la gastroenteritis en primates, ca-
racterizade porque se inmunizan rumiantes cen virus de dia-
rrea de terneres de Nebraska y/o con virus serolégicamente
afines, se obtiene la fraccidén de gamma~-globulina que cen-
tiene anticuerpos a partir del calostire o de la leche de
los rumiantes inmunizados, y se prepara esta fraccién en
forma de un agente administrable por via oral y que entra
en accién en el tracte gastrointestinal, Preferiblemente,
los anticuerpos se obtisnen de la leche de los rumiantes.

Se prefieren anticuerpos de secrecidén de la cla-
ge IgA, IgG ¢ IgM. Se sabs de tales anticuerpos que éstoes,
como anticuerpeos de secrecidn, poseen un tiempe de semivida
en el intestino, mds prolongada que anticuerpos del sueroe.
Tales anticuerpes estdn presentes, en grandes cantidades,
en el calostre ¢ en la leche y, ademds, en los jugos intes-
tinales y en la saliva. Pueden obtenerse, por ejemplo, de
la leche de rumiantes inmunizades con NCDV y/o virus afines
serolégicamente (Rotavirus).

No obstante, de acuerde con la invencidén, se puede¢n
emplear también anticuerpos que se obtienen, de la manera

usual, por inmunizacidén de animales y obtencibén desde sus
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[sueros. Para ello se administran a rumiantes enteral y/0 pa
renteralmente virus de diarrea de terneros de Nebraska y/o
virus seroldgicamente afines, especialmente Rotavirus, en
una cantidad inmunizantemente activa, eventualmente con un
coadyuvante inmunolégico, y, tras la formacidén de los anti
cuerpos, se extrae la leche o bien el suero de los animales
El prodeso de inmunizacidén es comparable, por ejemplo, con
el descrito en la patente britanica 988.175, patente alema-
na 10 22 356, asi como en Med. Microbiol. Immunol. 162, 1 -
7 (1975).

Los virus descritos en la bibliografia en relacidn
con la gastroenteritis infantil, con las distintas designa-
ciones tales como Rotavirus, Orbivirus, similar al virus
Reo, Duovirus, parecen ser, segin el conocimiento actual,
solamente sinénimos de un mismo agente patdgeno. Posiblemen
te, éstos no son, sin embargo, idénticos y representan suvlia
mente virus afines o emparentados dentro de un grupo, gque
se designa aqui por Rotavirus. Puesto que este o estos agen
tes patdégenos no estén todavia clasificados, puede modifi-
carse la nomenclatura. Virus antigenéticamente afines, tuya
afinidad o Parentesco no ha sido todavia aclarado totalmen-
te, pueden servir como antigenos de la misma manera o de
una manera muy similar.

Obtencidn de los antigenos

Se obtiene Rotavirus a partir de los excrementos de
nifios enfermos, de la manera descrita en Diagnostic Procedu

res for Viral and Rickettsial Infections, de Melnick y
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;enner, 42 edicidn, pégina 561, New York, 1969, por centri-
fugacién con nimeros de revoluciones bajos y altos. EL NCDV
se reproduce en cultivos de tejidos de células renales de
bovino, primarias, embrionales o posteriores al parto, o en
células de una linea permanente de células renales de cerdo
(PX 15). Después de una éptima reproduccién del virus en es
tasg célﬁlas se recoge la porcidén sobrenadante de cultivo in
feccioso, en concentracidén de aproximadamente 106-107 DI5O/mi
y sirve como material de partida para la inmunizacidmn.

Para la preparacién del antigeno inactivado se efec
tha una concentracién de los virus mediante ultracentrifuga
cidén (granulacién a aproximadamente 100.000 x g) o por ul-
trafiltracidén por el factor de 5?-1.000, preferentemente
10 - 100, La inactivacibén puede realizarse con formaldehido,
segin Lauffer, Biochemistry of Viruses, Pergamon Press, Ox-
ford 1958, o segin LoGruppo, Ann. N. Y. Acad. Sci, 8% (1960]
con beta-propiolactona. Son posibles otros procedimientos
de inactivacién, por ejemplo segin Wiktor y otros, Appln.

Microbiol. 23 (1972).

Procedimiento de inmunizacidn

Rumiantes hembras se infectan, por via oral, con
NCDV o Rotavirus, capaces de reproduccidén, durante su perio
do en que no producen leche, con una dosis activa de 104 a
1010, preferentemente de 107 a 108, dosis infecciosa5o(DIso]
aproximadamente 8 semanas antes del nacimiento del feto. -
Cuatro semanas y una semana antes del nacimiento, se adminiﬁ
tran NCDV o Rotavirus, capaces de reproduccibén y/o inactiva
dos de la manera arriba descrita, con o sin coadyuvantes,

por ejemplo de la manera siguiente y en el mismo momento:

-
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Se inyectan en cada caso aproximadamente 5 a 50 ml,
preferentemcnte alrededor de 10 ml, de antigeno capaz de
reproduccidn (concentracidn lO4 o 1010 DI /ml) o inactiva-
do, por via subcutinea, en el sistema de dgenaje linfético
de la ubre total.

Se instllen en cada caso, aproximadamente 50 a 200
ml, prefersntemente alrededor de 100 ml, de los mismos pre-
parados, en cada cuarto de ubre o en cadsa mitad de ubre, a
través del conducto mamel o galactdéforo.

Se inyectan en cada caso aproximadamente 2 a 10 ml,
preferentemente alrededor de 5 ml, de los mismos antigenos,
por via intramuscular.

Durante el periodo de lactancia, se instilan, en un
intervalo de varias semanas, preferentemente alrededor de 4
semanas, en cada cuarto de ubre o en cada mitad de ubre,
aproximadamente 50 a 200 ml, preferentemente aproximadamen-—
te 100 ml, de HCDV o Rotavirus, del preparado arriba des-
crito, a través del conducto galactdéforo. Ademds, con una
separacidn de varias semanas, preferentemente elrededor de
12 semanas, se inyectan aproximadamente 5 a 50 ml, preferen
temente alrededor de 10 ml, del HCDV o Rotavirus del mismo
preparado, por via intramuscular.

Son posibles otros procedimientos de immunizacidn,
por ejemplo, segin Pasieka y otros, Can. J. Microbiol.

21: 655 (1974), o segin Watson y otros, Res. Veb. Sci.
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18 : 182 (1975).

Se pueden emplear también mezclas de antigenos.

Obtencidn de la fraccidn de cemma-globulina que

contiene anticuerpos, a partir del calogtro v de la leche

de las rumiantes inmunizadas

La leche obtenida desde el dia del nacimiento (ca~-
lostro) se desgrasa y se descaseiniza de la manera descri-
ta por Knop y otros, en Aust. J. Bxp. Biol. Med. Sci.

49 : 405 (1971).

Las gamma~globulinas se aislan del suero, mediante
precipiﬁacién con sulfato aménico, por ejemplo, de la mane
ra descrita por Pasieka y otros en Can. J. Hicrobiol.
21:655 (1974). Bstas se purifican adicioummlmente por méto—
dos cromatogréficos, por ejemplo, segun Knop y otros en
dust. J. Dxp. Blol. Med. Sci. 49: 405 (1971), y Knop ¥y
otros en J. Infect. Dis. 130: 368 (1974). Altcrnativamente
se pueden emplear también, por ejemplo, los métodos descri
tos por Hemmer y otros en Fur. J. Biochem 6:443 (1968) y
por Pasieka y otros en Can. J. Microbiol. 21:65% (1974).
Seguidamente, se filtra en condiciones estériles y se com-
pruebe le augencia de agentes patdgenos suscepiibles de re-
produccidn.

Tales fracciones de gamma-globulinae que contienen
anticuerpos contra HCDV, Rotavirus o sus afines seroldgi-

cos, constituyen los componentes esenciales del agente de
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acuerdo con la invencidn para la profilaxis y terapia de
la gastroenteritis infantil,

Esn especialmente ventajoso que el agente de acuer—
do con la invencidén se administre por via oral y se haga
activo en el tracto gastrointestinal. La dosificacidn debe
ré adoptarse en dependencia del nivel de la concentracidn
neutralizadora de virus. Para concentraciones medias neu-
tralizadoras de virus de 1:500, se administran, por dosgis,
entre gproximadamente 0,lL y 10 g, preferentemente entre
0,5 y5 g, de preparados proteinicos que contienen anti-
cuerpos. Por 1o regular, ésto corresponde & 1-100 ml o
5 - 50 ml de une solucidn de anticuerpos.

Al breparado de gemma—-globulina se le pueden afiadii
sustancias neutralizadoras de los jugos ghstricos, tales
como bicarbonato sddico, carbonato magnésico, o sustancias
de vehiculo, tales como hidrdxido aluminico y estabilizado
res proteinicos, tales como aminodcidos o péptidos, por
gjemplo, glicina, de manerea usual en medicamentos. La pre-
paracidn galénica tiene lugar de la manera conocida para
los medicamentos que son activos en el tramo gastrointesti
nal, administrables por via oral.

ELl preparado puede ser empleado monoespecificamente
0 en una mezcla, junto con anticuerpos contra otros agentes
patdgenos microbianos, tales como bacterianos u otros agen-

tes patdgenos viricos de la gastroenteritis.
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Determinacién de la actividad del preparado de an-—

ticuerpos

La actividad antivirica se determina en el ensayo

de neutralizacitn de virus. Se ha mostrado como favorable
que el preparado se ajuste a una concentracidn neutraliza-—
dora de virus de eproximademente Ll: 100 a 1: 1000, por ejen
plo a 1: 320/ml.

Eiemplo 1.

Cinco monos de la raza Macaco, que han gido obte~
nidos por cesirea, y mantenidos separados de la madre, se
infectan con 1.000 DI  de Rotavirus. Una hora més tarde sd
les administran, por 32& oral, 10 ml del preparado de anti-
cuerpos arriba descrito, con una actividad aptivirica
1:320/ml, con ayuda de una jeringa sin cdnula. Un grupo teg
tigo de 5 monos recibid un Preparado de inmunoglobulina,
obtenida de manera igual, de rumiantes no inmunizadas (glo
bulina testigo).

Los monos tratados con globulina testigo enfermaron
todos ellos de diarrea, mientras que de los animales trata—
dos con immunoglobulina especifica no enfermd ninguno.

Ejemplo 2,

Un grupo de 5 monog, mantenido de la mismo mansra,
recibid, dos horas antes de la infeccidn con 1.000 DI de
Rotavirus, una dosis de 10 nml por cads animal, del przgara~

do de anticuerpos arriba descrito. El grupo testigo corres-
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pondiente, de 5 animales, recibid en este momento, 10 ml
de globulina testigo. Mientras que todos los animales, que
habian recibido globulina testigo, enfermaron de diarrea,
todos los animales que habian sido tratados con inmunoglo-
bulina especifica no mostraron ningin sintoma de ninguna
enfermedad.

Ejemplo 3.

Se infectaron 10 animales con 1.000 DI de Rotavi-
rus. Después de la erupcidn o aparicidn de 1s egfermedad,
se trateron 5 animales con 10 ml cade uno de inmunoglobuli-]
na especifica, de concentracién 1:320/ml, por via oral. 5
animeles recibieron, en egte momento, 10 ml cada uno de glo
bulina +testigo.

Todos los animales tratados con globulina testigo
enfermaron gravemente. De los animales tratados con inmuno-
globulina especifica, 3 de los animales estaban, al cabo de
las 24 horas, libres de sintomas, uno de log animales mostr)
ba un curso de la enfermedad muy acortado y mitigado. En
uno de los animales no pudo influirse sobre el curso de la

enfermedad, al igual que en el grupo testigo.

LESd
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidén propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de egta solicitud de Pa-
tente de Invencidén en Egpafia, por VEINTE afios, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

le,~ Procediniento para la preparacién de wn
agente para la profilaxis y terapia de la gastreenteritis
en primates, caracterizade porgque se inmunizan rumiantes
con virus de diarrea de terneres de Nebrasks y/o con vi-
rus seroldégicamente afines, se obtiene la fraccidn de gamma
globulina que contiene anticuerpos a partir del calostre
o0 de la leche de los rumiantes inmunizados, y se prepara
egta fraccién en forma de un agente administrable por via
oral y que entra en - acoeldn en el tracte gastrointestinal.

28,~ Procedimiento segin la reivindicacién 18,
caracterizade porque les anticuerpes se obtienen de la
leche de los rumiantes.

38,- Procedimiento para la preparacidén de un
agente para la profilaxis y terapia de la gastroenteri-

tis.
Tal y como se ha descrite en la lMemoria que ante-—

cede y para los fines que se han especificado.
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Esta Memoria consta de doce hojas escritas a

Madrid, 01.MAR1978
P.A.

Alberto de Elzcbury
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