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DESCRIPCION
Procedimiento para producir yema de huevo con alto contenido de af-16
Campo de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir una yema de huevo con un contenido muy alto
de proteinas de factor antisecretor (AF), en particular con un contenido muy alto de fragmento de proteina AF que
consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ.ID.NO. 1 (AF-16) y/o en
SEQ.ID.NO. 2 (AF-8), comprendiendo dicho procedimiento durante al menos 12 semanas alimentar a un ave, tal
como una gallina, con un pienso granulado inductor de AF-16 para aves de corral que comprende al menos un
0,14 % de triptdfano libre, o al menos 1-2 g de triptéfano/kg de pienso y, después de esto, recoger un huevo de
dicha ave, separar la yema del huevo de la clara del huevo y, de forma alternativa, secar por pulverizacion, secar
en lecho fluido, triturar, lixiviar, extraer, evaporar, filtrar por membrana y/o liofilizar dicha yema de huevo.

La presente invencion se refiere ademas a dicha yema de huevo con un contenido muy alto de proteinas de factor
antisecretor (AF) y fragmentos de las mismas, producidas de acuerdo con el procedimiento descrito en el presente
documento, a su uso para la preparacion de productos alimenticios funcionales, y a productos farmacéuticos para
su uso. en el tratamiento y profilaxis de la diarrea y/o deshidratacion. La invencion también se refiere a productos
alimenticios y farmacéuticos preparados de este modo.

Definiciones

Las proteinas son macromoléculas biolégicas constituidas por residuos de aminoacidos unidos entre si por enlaces
peptidicos. Las proteinas, como polimeros lineales de aminoacidos, también se denominan polipéptidos.
Tipicamente, las proteinas tienen 50-800 residuos de aminoacidos y, por tanto, tienen pesos moleculares en el
intervalo de aproximadamente 6000 a aproximadamente varios cientos de miles de Dalton o mas. Las proteinas
pequefias se denominan péptidos, polipéptidos u oligopéptidos. Los términos "proteina", "polipéptido",
"oligopéptido" y "péptido" pueden usarse de manera intercambiable en el presente contexto. Los péptidos pueden
tener muy pocos residuos de aminoacidos, tal como entre 2-50 residuos de aminoacidos (aa).

Una "composicién farmacéutica", en el presente contexto, se refiere a una composicién que comprende una
cantidad terapéuticamente activa de una proteina de factor antisecretor (AF), opcionalmente en combinacién con
un excipiente farmacéuticamente activo, tal como un vehiculo. Dicha composiciéon farmacéutica se formula para la
via de administracién adecuada, que puede variar dependiendo del estado del paciente, asi como de otros factores,
como la edad o la eleccién preferente. Una composicion farmacéutica que comprende una proteina de factor
antisecretor (AF) puede servir como sistema de administracion de farmacos. La composicidon farmacéutica tras la
administraciéon presenta la sustancia activa al cuerpo de un ser humano o un animal. Dicha composicién
farmacéutica puede estar en forma de, por ejemplo, comprimidos, pastillas, pastillas para chupar, capsulas,
pastillas fecales, geles, soluciones, etc., pero no se limita a los mismos.

El término "sal farmacéuticamente activa" se refiere a una sal de una proteina, péptido o polipéptido del factor
antisecretor (AF), o un homoélogo y/o fragmento del mismo que puede ser cualquier sal derivada del mismo, en
base a la denominada serie de Hofmeiser. Otros ejemplos de sales farmacéuticamente activas comprenden
trifluoroacetato, acetato, sulfato y cloruro, la invencién no se limita a las mismas.

El término "antisecretor" se refiere en el presente contexto a inhibir o disminuir la secrecion y/o la transferencia de
fluidos. Por tanto, el término "proteina de factor antisecretor (AF)" se refiere a una clase de proteinas que pueden
inhibir o disminuir o modular de otro modo la transferencia de fluidos asi como la secrecién en un cuerpo.

En el presente contexto, "actividad equivalente" se refiere al efecto bioldgico de la proteina, péptido o polipéptido
del factor antisecretor (AF), o un homadlogo, derivado y/o fragmento del mismo, es decir, su capacidad para mejorar
el tratamiento y/o uso en el tratamiento del glioblastoma. Los ejemplos estandarizados para someter a prueba y/o
medir dicha capacidad son bien conocidos en el campo de la técnica.

En el presente contexto, los términos "proteina de factor antisecretor", "proteina de factor antisecretor (AF)",
"proteina de AF", AF, o un homdélogo, derivado o fragmento de la misma, se pueden usar de manera intercambiable
con el término "factores antisecretores" o "proteinas de factor antisecretor" como se define en el documento WO
97/08202, y se refieren a una proteina de factor antisecretor (AF) o un péptido o un homdlogo, derivado y/o
fragmento del mismo que tiene actividad antisecretora y/o funcional equivalente y/o analoga, o a una modificacién
del mismo que no altere la funcion del polipéptido. Por tanto, se debe entender que un "factor antisecretor",
"proteina de factor antisecretor", "péptido antisecretor”, "fragmento antisecretor" o una "proteina de factor
antisecretor (AF)" en el presente contexto, también se puede referir a un derivado, homoélogo o fragmento del
mismo. Todos estos términos se pueden usar de manera intercambiable en el contexto de la presente invencion.
Ademas, en el presente contexto, el término "factor antisecretor" se puede abreviar como "AF". La proteina de
factor antisecretor (AF) en el presente contexto también se refiere a una proteina con propiedades antisecretoras
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como se define previamente en los documentos WO 97/08202 y WO 00/38535. También se han divulgado factores
antisecretores, por ejemplo, en el documento WO 05/030246. También se pretende que el término factor
antisecretor corresponda a factores antisecretores naturales en la yema de huevo enriquecida con factores
antisecretores como se divulga en los documentos SE 900028-2 y WO 00/38535, como se describe ademas a
continuacion.

A continuacion, el término "NASP" se usara para la "proteina antisecretora natural”.
El término "ASP" se usara para la "proteina antisecretora" comprendida en una proteina antisecretora natural.

Por "producto alimenticio funcional" se entiende, en el presente contexto, un producto alimenticio que tiene una
funcién saludable, es decir, que tiene un efecto beneficioso sobre la salud del ser humano o de un animal.

PBS: solucién salina tamponada con fosfato;

AF: factor antisecretor,

Proteina de AF de longitud completa (como se muestra en la SEQ ID NO: 1)
AF-6: un hexapéptido CHSKTR (como se muestra en la SEQ ID NO: 2);

AF-16: un péptido compuesto por los aminogcidos VCHSKTRSNPENNVGL (como se muestra en la SEQ ID
NO: 3);

AF-8: un septapéptido VCHSKTR (como se muestra en la SEQ ID NO: 4);
Octapéptido IVCHSKTR (como se muestra en la SEQ ID NO: 5);
Pentapéptido HSKTR (como se muestra en la SEQ ID NO: 6).

SPC: Cereales especialmente procesados

RTT: Procedimiento para medir una respuesta de secrecion estandarizada en el intestino delgado de rata,
como se publico en el documento SE 9000028-2 (nimero de publicacién 466331) para medir el contenido de
AF (ASP).

Antecedentes

El documento WO 98/21978 divulga el uso de productos que tienen actividad enzimatica para la produccion de un
alimento que induce la formacién de proteinas de factor antisecretor (AF). EI documento WO 00/038535 divulga
ademas productos alimenticios enriquecidos con proteinas de factor antisecretor (AF) natural como tales.

Por la patente sueca SE 9000028-2 (publicacién n.° 466.331) se sabe que la formacién de un factor antisecretor o
una proteina antisecretora (ASP: también denominada FIL) se puede estimular afiadiendo, al pienso de los
animales, determinados glucidos, aminoacidos y amidas. Los tipos y cantidades de estas sustancias que se van a
usar para la formacion de una cantidad interesante de ASP se determinan mediante un procedimiento divulgado
en la patente. En resumen, este procedimiento implica la medicion de una respuesta de secrecion estandarizada
en el intestino delgado de la rata. Por la patente es evidente que las ASP inducidas formadas dirigen la secrecion
de fluido corporal al intestino. En dicha patente, el contenido o la cantidad de proteinas antisecretoras naturales se
define por su efecto sobre la secrecion de fluido en el intestino delgado de ratas de laboratorio que han sido
expuestas a la toxina del célera. Una unidad de ASP (unidad de FIL) corresponde a una reduccion de un 50 % del
flujo de fluido en el intestino en comparacién con un control sin ASP. Las proteinas antisecretoras son activas en
cantidades extremadamente pequefas y, por lo tanto, es mas facil determinarlas por su efecto que por su masa.

Por la solicitud PCT PCT/SE 96/01049 son conocidas las estructuras de determinadas proteinas antisecretoras y
se caracterizan sus partes activas. Se ha demostrado que una ASP sintética preparada por genomanipulacién
recombinante o por tecnologia de fase soélida y que tiene estructuras definidas tiene una influencia de control
general sobre el flujo de fluidos corporales sobre las membranas de las células vivas.

Por la solicitud PCT PCT/SE 97/01918 (documento WO 98/21978) es conocido que la formacién de ASP se puede
inducir en el organismo mediante el consumo de un determinado tipo de alimento con actividad enzimatica. El
efecto de la induccién y, debido a eso, la formacidén de ASP varia de acuerdo con el individuo y sus sintomas, y
tiene lugar con una fuerza y un periodo de induccién hasta ahora impredecibles. Sin embargo, se pueden medir
posteriormente y se pueden hacer las correcciones necesarias con la guia de dichas mediciones.
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Durante el trabajo continuo de los autores de la invencion en la formulacion de piensos para estimular la formacion
de proteinas antisecretoras de acuerdo con la patente sueca SE 9000028-2, se supo que la capacidad de sintesis
y concentracion de las proteinas antisecretoras naturales formadas se distribuyen de la forma mas desigual en el
cuerpo. Se encontraron niveles muy altos de NASP en determinados ¢rganos, partes del cuerpo o fluidos
corporales y, en particular, en la yema de los huevos de las aves. El documento WO 008535 divulga este hechoy,
en consecuencia, el uso de yema de huevo que se ha enriquecido con respecto a NASP. El documento WO 008535
en general divulga la preparacion de productos alimenticios y productos farmacéuticos enriquecidos con NASP
para el tratamiento y profilaxis de afecciones fisiol6gicas andmalas causadas por una descarga extrema de fluidos
corporales.

Breve descripcion de la invencion

A diferencia de la yema de huevo descrita previamente, por ejemplo, en el documento WO 008535, la presente
invencion describe por primera vez una yema de huevo con un contenido mucho mayor de proteinas de factor
antisecretor (AF) y, en particular, con un contenido constante y alto del fragmento de proteina de factor (AF) con
una secuencia de aminoacidos como se divulga en la SEQ.ID.NO.1 (AF-16) y/o en la SEQ.ID.NO.2 (AF-8). La
yema de huevo divulgada en el presente documento comprende un fragmento de proteina de factor antisecretor
(AF) de al menos 0,05 ng/ml con una secuencia de aminoacidos como se divulga en la SEQ.ID.NO.1 y/o
SEQ.ID.NO.2 (AF-8). La yema de huevo puede estar en forma liquida, o de forma alternativa, secada por
pulverizacién o secada en lecho fluido, y se caracteriza ademas por inducir al menos 0,5 unidades de AF en un
paciente que lo necesita entre 60 y 120 min después del aporte de al menos 4 gramos de dicha yema de huevo
liofilizada, que es al menos el doble de rapida que la que se podria inducir por la yema de huevo descrita en el
documento WO 008535.

La yema de huevo de acuerdo con la presente invencion puede provenir tipicamente de huevos de aves de corral,
tales como aves gallinaceas, tales como una gallina.

La yema de huevo de acuerdo con la presente invencion se produce mediante un procedimiento para producir una
yema de huevo con un contenido muy alto de proteinas de factor antisecretor (AF), en particular con un contenido
muy alto de fragmento de proteina de AF como se muestra en la SEQ.ID.NO. 1 (AF-16), dicho procedimiento
comprende durante al menos 12 semanas alimentar a un ave, tal como una gallina, con un pienso granulado
inductor de AF-16 para aves de corral que comprende al menos un 0,4 % de triptéfano libre y, después de esto,
recoger un huevo de dicha ave, separar la yema del huevo de la clara del huevo y, de forma alternativa, secar por
pulverizacioén, secar en lecho fluido, triturar, lixiviar, extraer, evaporar, filtrar por membrana y/o liofilizar dicha yema
de huevo.

En un modo de realizacion, la yema de huevo de acuerdo con la presente invenciéon se produce mediante un
procedimiento para producir una yema de huevo con un contenido muy alto de proteinas de factor antisecretor
(AF), en particular con un contenido muy alto de fragmento de proteina de AF como se muestra en la SEQ.ID.NO. 2
(AF-8), dicho procedimiento comprende durante al menos 12 semanas alimentar a un ave, tal como una gallina,
con un pienso granulado inductor de AF-8 para aves de corral que comprende al menos un 0,4 % de triptéfano
libre y, después de esto, recoger un huevo de dicha ave, separar la yema del huevo de la clara del huevo y, de
forma alternativa, secar por pulverizacién, secar en lecho fluido, triturar, lixiviar, extraer, evaporar, filtrar por
membrana y/o liofilizar dicha yema de huevo.

La yema de huevo de acuerdo con la presente invencion se produce mediante un procedimiento para producir una
yema de huevo con un contenido muy alto de proteinas de factor antisecretor (AF), en particular con un contenido
muy alto de fragmento de proteina de AF como se muestra en la SEQ.ID.NO. 1 (AF-16) y/o en la SEQ.ID.NO.2
(AF-8), dicho procedimiento comprende durante al menos 12 semanas alimentar a un ave, tal como una gallina,
con un pienso granulado inductor de AF-16 y/o AF-8 para aves de corral que comprende al menos un 0,4 % de
triptéfano libre y, después de esto, recoger un huevo de dicha ave, separar la yema del huevo de la clara del huevo
y, de forma alternativa, secar por pulverizacion, secar en lecho fluido, triturar, lixiviar, extraer, evaporar, filtrar por
membrana y/o liofilizar dicha yema de huevo.

En un modo de realizacién de la presente invencion, la yema de huevo producida por el procedimiento de acuerdo
con la presente invencion se usa en medicina. En un modo de realizacién actualmente preferente, dicha yema de
huevo se usa en el tratamiento y profilaxis de la diarrea y/o deshidratacion.

Una yema de huevo de acuerdo con la presente invencion se puede usar para la preparacion de productos
alimenticios funcionales enriquecidos con proteinas de factor antisecretor (AF), tales como piensos, alimentos y/o
complementos alimenticios. En consecuencia, se divulga del mismo modo dicho alimento, pienso y/o complemento
alimenticio que comprende yema de huevo de acuerdo con la presente invencion. Un alimento de este tipo que
comprende yema de huevo de acuerdo con la presente invencidn se puede seleccionar del grupo que consiste en
tortita, tortilla, helado, huevo duro o pasado por agua y refrescos, yogur, barras de alimentos, etc.
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Otro modo de realizacion de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende yema
de huevo de acuerdo con la presente invencién y un vehiculo farmacéutico adecuado. Tipicamente, el vehiculo
farmacéutico adecuado se selecciona del grupo que consiste en agua, PBS, etc.

Un modo de realizacion particular se refiere a una composicién farmacéutica que comprende yema de huevo de
acuerdo con la presente invencion, que comprende al menos 0,05 ng/ml de un fragmento de proteina de factor
antisecretor (AF) con una secuencia de aminoacidos como se divulga en la SEQ.ID.NO.1, que se caracteriza
ademas por inducir al menos 0,5 unidades de AF en un paciente que lo necesita.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir una yema de huevo con un contenido muy alto
de proteinas de factor antisecretor (AF), en particular con un contenido muy alto de fragmento de proteina AF que
consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEQ.ID.NO.1 (AF-16) y/o en la
SEQ.ID.NO. 2 (AF-8), comprendiendo dicho procedimiento durante al menos 12 semanas alimentar a un ave, tal
como una gallina, con un pienso granulado inductor de AF-16 y/o AF-8 para aves de corral que comprende al
menos un 0,14 % de triptéfano libre y, después de esto, recoger un huevo de dicha ave, separar la yema del huevo
de la clara del huevo y, de forma alternativa, secar por pulverizacion, triturar, lixiviar, extraer, evaporar, filtrar por
membrana, secar en lecho fluido y/o liofilizar dicha yema de huevo. Dicha ave de corral es tipicamente un ave
gallinacea tal como una gallina.

Un procedimiento para producir una yema de huevo de acuerdo con la presente invencion puede comprender de
forma alternativa alimentar a un ave con un pienso inductor de AF-16 y/o AF-8 durante al menos 13 o 14 semanas,
tal como durante al menos 15, 16, 17 o 18 semanas.

La yema de huevo producida de acuerdo con el procedimiento descrito en el presente documento esta en un modo
de realizacion actualmente preferente caracterizada ademas por que comprende al menos un fragmento de
proteina de factor antisecretor (AF) de 0,05 ng/ml con una secuencia de aminoacidos como se divulga en la
SEQ.ID.NO.1. En otro modo de realizacion, la yema de huevo producida de acuerdo con el procedimiento divulgado
en el presente documento se caracteriza ademas por que comprende al menos un fragmento de proteina de factor
antisecretor (AF) de 0,05 ng/ml con una secuencia de aminoacidos como se divulga en la SEQ.ID.NO.2.

Descripcion detallada de la invenciéon
Yema de huevo

La yema de huevo producida de acuerdo con el procedimiento descrito en el presente documento esta en un modo
de realizacion actualmente preferente caracterizada ademas por que comprende al menos un fragmento de
proteina de factor antisecretor (AF) de 0,05 ng/ml con una secuencia de aminoacidos como se divulga en la
SEQ.ID.NO.1 y/o en la SEQ.ID.NO.2.

Alimentos y complementos alimenticios

La presente invencion se refiere en general al uso de yema de huevo para la preparacion de proteina de factor
antisecretor (AF), tal como en particular productos alimenticios funcionales enriquecidos con AF-16.

De acuerdo con otro aspecto, la invencion se refiere a dicho uso para la preparacion de provisiones con propdsitos
nutritivos particulares que contienen proteinas de factor antisecretor (AF), tales como en particular AF-16 y/o AF-
8.

Se pretende que la expresion "producto alimenticio”, en el presente contexto, comprenda alimentos para uso
humano asi como piensos para uso animal. El alimento puede ser un articulo en forma de productos, cuya
preparacion incluye yema de huevo, tal como tortita, tortilla, helado y diversos tipos de pan. La yema de huevo
también se puede consumir en forma de ponche de huevo o huevos duros o pasados por agua. El alimento también
puede estar en forma de pan, galletas, pasta, granos y copos, papilla o gachas, o mezclado en diversas
composiciones de bebidas con o sin electrolitos, o una preparacion de alimento que contenga carne y productos
carnicos, grasas y productos grasos o leche y productos lacteos que se haya enriquecido con proteina de factor
antisecretor (AF), tal como en particular AF-16 y/o AF-8. La proteina de factor antisecretor (AF), tal como en
particular AF-16 y/o AF-8, se puede mezclar en el producto alimenticio en una forma mas o menos purificada. La
preparacion de alimento de puede hacer con gran libertad usando los conocimientos conocidos por el experto,
para cumplir los requisitos en cuanto a agradabilidad y variacién de las comidas.

La yema de huevo proviene tipicamente de huevos de aves que se pueden usar para el consumo humano y animal,
y que comprenden un contenido muy alto de proteina de factor antisecretor (AF), tal como en particular AF-16 y/o
AF-8. Los huevos se producen preferentemente por gallinas ponedoras, pero también se pueden obtener, por
ejemplo, de patos, pavos, codornices y avestruces.
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Un alimento o pienso con un contenido muy alto de proteina de factor antisecretor (AF), tal como en particular AF-
16 y/o AF-8, comprende dicha proteina o fragmento de proteina en una concentracion tal que, al consumir el
producto alimenticio, proporciona el efecto valioso deseado sobre la salud.

En un modo de realizacién, el consumo de al menos 4 g de yema de huevo producida de acuerdo con el
procedimiento actualmente divulgado induce en el paciente que lo necesita al menos 0,5 unidades de AF en la
sangre de dicho paciente, es decir, el nivel de unidades de FIL/ml de sangre supera las 0,5 unidades de FIL/ml de
sangre. Las personas sanas tipicamente tienen niveles de unidades de AF en sangre de entre 0 y 0,5 unidades de
FIL/ml de sangre.

Cuando se estimula la proteina de factor antisecretor (AF), tal como en particular la produccion de AF-16 y/o AF-8,
se ha demostrado, de manera sorprendente e inesperada, que se pueden inducir niveles extremadamente altos
de proteina de factor antisecretor (AF), incluyendo fragmentos de la misma, tal como en particular AF-16 y/o AF-8,
en huevos de aves.

Composiciones farmacéuticas

La proteina de factor antisecretor (AF) y los fragmentos de la misma, tal como en particular AF-16 y/o AF-8
producidos en la yema de huevo, se pueden concentrar, por ejemplo, en una columna de adsorcién especifica,
eluir, recuperar y/o concentrar y, después de esto, se pueden administrar a animales o seres humanos, mezclar
con un pienso o alimento, respectivamente, o como productos mas o menos aislados, preparar y formular como
productos farmacéuticos u otros productos sanitarios. Dichos productos farmacéuticos se preparan de una manera
conocida por el experto, usando excipientes aceptados que incluyen vehiculos y diluyentes, y se formulan como
formas solidas o liquidas dependiendo de la via de administracion pretendida.

Las composiciones farmacéuticas contempladas en el presente documento se formulan preferentemente para
ingestion oral y se administran por via oral.

De acuerdo con otro modo de realizacién del uso de acuerdo con la invencién para la preparacion de proteina de
factor antisecretor (AF) y/o fragmentos de la misma, tales como en particular productos alimenticios enriquecidos
con AF-16 y/o AF-8, se hace uso de la yema de huevo como tal o del huevo completo, posiblemente en forma
procesada, para mezclar con el alimento o pienso. Cualquier procesamiento puede incluir trituracion, lixiviacién,
extraccién, evaporacion, ultrafiltracion, secado y otras operaciones estandar para obtener una proteina de factor
antisecretor (AF), tal como en particular un producto de yema de huevo enriquecido con AF-16 y/o AF-8, apto para
propdsitos practicos, para mezclar con el alimento o pienso.

Tipicamente, la proteina de factor antisecretor (AF), tal como en particular AF-16 y/o AF-8, se administra en dosis
de 4 g-8 g de yema de huevo en polvo secada por pulverizacidon una o dos veces al dia.

Para determinadas afecciones, se pueden requerir dosis incluso mayores de proteina de factor antisecretor (AF),
tal como en particular AF-16 y/o AF-8. En dichos casos, la proteina de factor antisecretor (AF), tal como en
particular AF-16 y/o AF-8 aislado de la yema de huevo, se puede afiadir a cualquier producto alimenticio o proteina
aislada de factor antisecretor (AF), tal como en particular la AF-16 y/o AF-8, se puede preparar para su aporte en
forma de comprimidos o suspensiones.

Un modo de realizacion preferente en particular comprende la preparacion de yema de huevo en polvo mediante
secado por pulverizaciéon. Dicho producto es adecuado en particular en el procesamiento industrial de diversos
productos alimenticios donde se desea lograr el efecto beneficioso de la proteina de factor antisecretor (AF), tal
como en particular AF-16 y/o AF-8, tras el aporte del producto alimenticio en cuestion. La yema de huevo en polvo
se deja mezclar bien por si misma en productos tan diferentes como las salchichas y los helados, por lo que sera
posible lograr una gran variaciéon en cuanto al caracter de la comida.

La yema de huevo en polvo también es mas adecuada como intermedio en caso de que se desee preparar una
proteina de factor antisecretor (AF) enriquecida o concentrada, tal como en particular el producto de AF-16 y/o
AF-8 a través de lixiviacidon o extraccién para preparacion ulterior de, por ejemplo, productos farmacéuticos.

Debido a su peso molecular relativamente bajo, la proteina de factor antisecretor (AF), y en particular los
fragmentos de la misma, tal como AF-16 y/o AF-8, es comparativamente termoestable y, por lo tanto, puede estar
contenida en el alimento ya antes de preparar el mismo para el consumo.

En un modo de realizaciéon de la presente invencion, la composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion
comprende ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable. La eleccidén del excipiente farmacéuticamente
aceptable y su concentracion 6ptima para su uso de acuerdo con la presente invencion se puede determinar
facilimente por experto en la técnica mediante experimentacién. Los excipientes farmacéuticamente aceptables
para su uso de acuerdo con la presente invencion incluyen disolventes, agentes tamponantes, conservantes,
agentes quelantes, antioxidantes y estabilizadores, agentes emulsionantes, agentes de suspension y/o diluyentes.
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Las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden formular de acuerdo con la practica farmacéutica
convencional, por ejemplo, de acuerdo con "Remington: The science and practice of pharmacy”, 21.2 edicién, ISBN
0-7817-4673-6 o "Encyclopedia of pharmaceutical technology"”, 2.2 edicion, ed. Swarbrick J., ISBN: 0-8247-2152-
7. Un excipiente farmacéuticamente aceptable es una sustancia que es sustancialmente inocua para el individuo
al que se va a administrar la composicion. Dicho excipiente normalmente cumple los requisitos establecidos por
las autoridades sanitarias nacionales. Las farmacopeas oficiales tal como, por ejemplo, la Farmacopea Britanica,
la Farmacopea de los Estados Unidos de América y la Farmacopea Europea establecen estédndares para
excipientes farmacéuticamente aceptables.

Lo siguiente es una revision de composiciones pertinentes para su uso opcional en una composiciéon farmacéutica
de acuerdo con la invencion. La revision se basa en la via de administracion particular. Sin embargo, se aprecia
que, en aquellos casos en los que se puede emplear un excipiente farmacéuticamente aceptable en diferentes
formas farmacéuticas o composiciones, la aplicacion de un excipiente farmacéuticamente aceptable particular no
se limita a una forma farmacéutica particular o de una funcién particular del excipiente. Se debe resaltar que la
invencion no se limita al uso de las composiciones mencionadas en lo siguiente.

Composiciones parenterales:

Para aplicacion sistémica, las composiciones de acuerdo con la invencién pueden contener vehiculos y excipientes
convencionales no toxicos farmacéuticamente aceptables, incluyendo microesferas y liposomas.

Las composiciones para su uso de acuerdo con la invencion pueden incluir todo tipo de composiciones sdlidas,
semisolidas y fluidas.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables pueden incluir disolventes, agentes tamponantes, conservantes,
agentes quelantes, antioxidantes y estabilizadores, agentes emulsionantes, agentes de suspension y/o diluyentes.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion se puede administrar en un contexto localmente o por
medio de infusion periférica intravenosa o por medio de inyeccion intramuscular o subcutanea al paciente o por via
bucal, pulmonar, nasal, cutdnea u oral. Ademas, también es posible administrar la composicion farmacéutica a
través de una derivacion insertada quirdrgicamente en un ventriculo cerebral del paciente.

En un modo de realizacién, la composicién farmacéutica usada de acuerdo con la presente invencién se formula
para administracion intraocular, local, intranasal, oral, subcutanea y/o sistémica. La via de administracion elegida
variara dependiendo de la afeccion del paciente que se va a tratar y la edad y sexo del paciente, etc.

En un modo de realizacion preferente, la composicion de la invencion se administra mediante aplicaciéon como una
suspension o, incluso mas preferentemente, un polvo para inhalacién con un pulverizador, aerosol, inhalador o
nebulizador por via nasal y/o en el aparato respiratorio.

La administracion de un polvo que comprende factores antisecretores tiene ventajas adicionales en términos de
estabilidad y dosificacion. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién también se puede aplicar
por via tépica, administrar por via ocular, nasal, oral, subcutanea y/o sistémica a través de vasos sanguineos. En
un modo de realizacion preferente, la composicion farmacéutica se formula para administracion intravenosa,
intramuscular, local, oral o nasal. Tipicamente, cuando se usa para aplicacion tépica en el ojo, la concentracion
aplicada en la composicién de la invencion es de 1 ug a 1 mg por aplicacion, preferentemente 50-500 ug, como
una dosis Unica al dia o bien repetida varias veces al dia (dosis multiples), pero no se limita a la misma.

Administrada sistémicamente a la sangre, la dosis esta dentro del intervalo de 0,1 ug a 10 mg por aplicacion y kg
de peso corporal, tal como 0,1 ug a 1 mg por aplicacion y kg de peso corporal, preferentemente 1-500, tal como 1-
1000 pg/kg de peso corporal. Cuando se usa yema de huevo enriquecida en factores antisecretores de acuerdo
con la presente invencion, esta formulacion se administra preferentemente por via oral.

En un modo de realizacién de la invencion, dicha composicidon farmacéutica comprende ademas un excipiente
farmacéuticamente aceptable. Dicho excipiente puede ser cualquier excipiente preferente elegido para que sea
apropiado para el proposito especifico.

Factor antisecretor (AF)

El factor antisecretor es una clase de proteinas que se produce naturalmente en el cuerpo. El factor antisecretor
(AF) es una proteina de 41kDa que se describié originalmente para proporcionar proteccién contra las
enfermedades diarreicas y la inflamacion intestinal (para una revision, véase Lange y Lonnroth, 2001). Se ha
secuenciado la proteina de factor antisecretor (AF) y se ha clonado su ADNc. La proteina de factor antisecretor AF
humano es una proteina de 41 kDa, que comprende 382-288 aminoacidos cuando se aisla de la hipdfisis. El sitio
activo con respecto al efecto beneficioso sobre el tratamiento del glioblastoma de acuerdo con la presente
invencion se puede localizar en la proteina en una regién cercana al N-terminal de la proteina, en particular
localizado en los aminoéacidos 1-163 de la SEQ ID NO. 4, mas especificamente en las posiciones de aminoacidos
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35-50 en la secuencia de la proteina de factor antisecretor (AF). El efecto bioldgico del AF lo ejerce cualquier
péptido o polipéptido que comprenda al menos 6 aminoacidos, SEQ ID NO: 3 (AF-6), de dicha secuencia consenso,
o una modificacion de la misma que no altere la funcién del polipéptido y/o péptido.

Las investigaciones inmunoquimicas e inmunohistoquimicas han revelado que la proteina de factor antisecretor
(AF) esta presente y también se puede sintetizar por la mayoria de los tejidos y érganos del cuerpo. Los péptidos
sintéticos, que comprenden la secuencia antidiarreica, se han caracterizados anteriormente (documentos WO
97/08202; WO 05/030246).

Los autores de la presente invencion han demostrado que el factor antisecretor es hasta cierto punto homaélogo
con la proteina S5a y Rpn10, que constituye una subunidad de un constituyente predominante en todas las células,
el proteasoma 26 S, mas especificamente en la caperuza 19 S/PA700. En la presente invencion, las proteinas de
factor antisecretor (AF) se definen como una clase de proteinas homélogas que tienen las mismas propiedades
funcionales. El factor antisecretor también es altamente similar a la angiocidina, otra isoforma proteica conocida
por que se une a la trombospondina-1 y se asocia con la progresion del cancer.

Los homdlogos, derivados y fragmentos de proteinas y/o péptidos de factor antisecretor (AF) tienen todos una
actividad biolégica analoga. Los homdlogos, derivados y fragmentos, en el presente contexto, comprenden al
menos 6 aminoacidos (como se muestra en la SEQ ID NO: 2) correspondientes a los de una proteina de factor
antisecretor (AF) natural, que se pueden modificar ademas cambiando uno o0 mas aminoacidos para optimizar la
actividad bioldgica del factor antisecretor, sin alterar la funcion esencial del polipéptido y/o péptido.

Por derivado se entiende en el presente contexto una proteina que tiene una actividad equivalente y/o una actividad
funcional equivalente a un factor antisecretor como se define en el presente documento, que se deriva de otra
sustancia directamente o bien por modificaciéon o sustitucién parcial, en la que uno 0 mas aminoacidos se han
sustituido por otro aminoacido, pudiendo ser dicho aminoacido un aminoacido modificado o no natural. Por ejemplo,
los derivados de factor antisecretor de acuerdo con la invencién pueden comprender un grupo protector N-terminal
y/o C-terminal. Un ejemplo de un grupo protector N-terminal incluye acetilo. Un ejemplo de un grupo protector C-
terminal incluye amida.

Los procedimientos para determinar la identidad y la similitud estan codificados en programas disponibles
publicamente. Los procedimientos de programas informaticos preferentes para determinar la identidad y similitud
entre dos secuencias incluyen, pero no se limitan a, el paquete de programas GCG (Devereux, J et al. (1994))
BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, SF et al. (1990)). El programa BLASTX esta disponible publicamente de
NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, SF et al., Altschul, SF et al. (1990)). Cada programa de analisis de
secuencias tiene una matriz de puntuacién predeterminada y penalizaciones por huecos predeterminadas. En
general, se esperaria que un bidlogo molecular usara la configuracion predeterminada establecida por el programa
informatico usado.

Las proteinas de factor antisecretor (AF), o un péptido o un homdlogo, derivado y/o fragmento de las mismas que
tiene una actividad equivalente como se define en el presente documento, pueden comprender 6 aminoacidos o
mas, tales como 6-16 aminoacidos, tales como 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 aminoacidos o
mas. En otros modos de realizacion preferentes, el factor antisecretor consiste en 42, 43, 45, 46, 51, 80, 128, 129
0 163 aminoacidos. En modos de realizacion preferentes, la proteina de factor antisecretor (AF), un homélogo,
derivado, péptido y/o fragmento de la misma, de acuerdo con la presente invencion, consiste en 6, 7, 8 o 16
aminoacidos.

En particular, una proteina de factor antisecretor (AF) es una proteina con una secuencia de aminoacidos como se
muestra en la SEQ ID NO:2, o un homélogo, derivado y/o fragmento de la misma que comprende los aminoacidos
37-42 de la SEQ ID NO:2.

AF-16 es un fragmento de una proteina de factor antisecretor (AF) con una secuencia de aminoacidos como se
muestra en la SEQ ID NO:1, que comprende, por tanto, los aminoacidos 37-42 de la SEQ ID NO:2.

Indicaciones médicas

Se ha demostrado que una proteina de factor antisecretor (AF), tal como en particular AF-16, tiene un efecto de
control general sobre el flujo de fluidos corporales sobre las membranas de las células vivas, por lo que no solo se
pueden aliviar, curar o prevenir las afecciones de diarrea, sino también el malestar debido a un desequilibrio
fisioldgico o afecciones similares a una enfermedad causadas por una descarga extrema de fluidos corporales.

Los productos alimenticios y los productos farmacéuticos de acuerdo con la invencion se pueden usar para el
tratamiento y/o profilaxis de la diarrea y/o deshidratacion.
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Se ha divulgado previamente que las proteinas y péptidos de factor antisecretor (AF) normalizan el transporte de
fluidos patoldgico y/o reacciones inflamatorias, tal como en el intestino y el plexo coroideo en el sistema nervioso
central después de la exposicidn a la toxina del colera (documento WO 97/08202).

En el documento WO 97/08202 se ha sugerido que los alimentos y piensos con la capacidad de inducir la sintesis
endogena de AF o bien la captacién de AF afiadido son utiles para el tratamiento del edema, diarrea, deshidratacién
e inflamacion.

También se ha demostrado que las proteinas de factor antisecretor (AF) y fragmentos de las mismas mejoran la
reparacion del tejido nervioso y la proliferacion, apoptosis, diferenciacion y/o migracion de células madre y
progenitoras y células derivadas de las mismas en el tratamiento de afecciones asociadas con pérdida y/o ganancia
de células (documento WO 05/030246) y para que sean eficaces del mismo modo en el tratamiento y/o prevencién
de la hipertension intraocular (documento WO 07/126364), como para el tratamiento y/o prevencion del sindrome
compartimental (documento WO 07/126363).

Ademas, los autores de la presente invencion han demostrado recientemente que el AF puede monitorizar y/o
afectar de forma beneficiosa la estructura, distribucién y multiples funciones de balsas lipidicas, receptores y/o
caveolas en membranas y, por tanto, se podria emplear para el tratamiento y/o prevencién de la desorganizacion
estructural y disfuncion de balsas lipidicas y/o caveolas en las membranas celulares (documento WO 07/126365).

Los autores de la presente invencién han podido demostrar ademas que la misma proteina de factor antisecretor
(AF), péptidos y fragmentos de la misma pueden intervenir en la activacion bioldgica de proteinas
transmembranarias, por ejemplo, NKCC1 a través de FAK y CAP, y que, por tanto, pueden regular directamente
la actividad patoldgica del canal i6nico en células patolégicas y/o perturbadas, normalizando eficazmente la presién
intracelular y la funcién de la proteina transmembranaria en dicha célula y permitiendo, por tanto, una captacion
mejorada de los farmacos usados, por ejemplo, en el tratamiento del cancer (documento WO 2010/093324).

El documento WO 2014/096384 divulga que las proteinas de factor antisecretor (AF), péptidos, homdlogos y/o
fragmentos de las mismas se pueden usar ademas en tratamientos sintomaticos, curativos y paliativos del
glioblastoma. En particular, se pueden usar como adyuvantes y/o para optimizar la administracién de farmacos y
la transferencia de genes, asi como la quimioterapia, inmunoterapia y radioterapia en el tratamiento del
glioblastoma.

Procedimiento

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento para proporcionar yema de huevo de huevos
de aves con un contenido muy alto de proteinas de factor antisecretor (AF), en particular con un contenido muy
alto de fragmento de proteina AF que consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos que se muestra en
la SEQ.ID.NO.1 (AF-16) y/o en la SEQ.ID.NO. 2 (AF-8), comprendiendo dicho procedimiento durante al menos 12
semanas alimentar a un ave, tal como una gallina, con un pienso, preferentemente granulado, inductor de AF-16
y/o AF-8 para aves de corral que comprende al menos un 0,14 % de triptéfano libre, tal como al menos un 0,4 %
de triptéfano libre, y, después de esto, recoger un huevo de dicha ave, separar la yema del huevo de la clara del
huevo y, de forma alternativa, secar por pulverizacion, secar en lecho fluido, triturar, lixiviar, extraer, evaporar, filtrar
por membrana y/o o liofilizar dicha yema de huevo.

En particular, el procedimiento de la invencion es aplicable cuando se alimentan aves gallinaceas con un pienso
granulado inductor de AF-16 y/o AF-8 para aves de corral como se describe por primera vez en el presente
documento durante al menos 12 semanas, preferentemente entre 12-20 semanas, tal como entre 12-18 semanas,
tal como al menos 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 semanas. Proporcionando a las gallinas, por medio del pienso,
durante al menos 12 semanas, distintas combinaciones de aminoacidos, glucidos y amidas, se pueden inducir
niveles muy altos de proteinas de factor antisecretor (AF) y, en particular, AF-16 y/o AF-8, preferentemente en la
yema de huevo.

En otro modo de realizacion, el procedimiento de la invencion es aplicable cuando se alimentan aves gallinaceas
con un pienso granulado inductor de AF-16 y/o AF-8 para aves de corral como se describe por primera vez en el
presente documento durante al menos 4 semanas, tal como por ejemplo al menos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15,16, 17, 18, 19 o0 20 semanas, tal como preferentemente entre 4-12 semanas. Proporcionando a las gallinas,
por medio del pienso, durante al menos 4 semanas, distintas combinaciones de aminoacidos, gliucidos y amidas,
se pueden inducir niveles muy altos de proteinas de factor antisecretor (AF) y, en particular, AF-16 y/o AF-8,
preferentemente en la yema de huevo.

Los niveles muy altos de proteinas de factor antisecretor (AF) logrados en el presente documento, y en particular
AF-16 y/o AF-8, no tienen precedentes y son sorprendentes.

La invencion se ilustra a continuacién por medio los siguientes ejemplos no limitantes.
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Pienso granulado inductor de AF-16 y/o AF-8 para aves de corral

En el procedimiento descrito en el presente documento para proporcionar yema de huevo de huevos de aves con
un contenido muy alto de proteinas de factor antisecretor (AF), en particular con un contenido muy alto de
fragmento de proteina AF que consiste esencialmente en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la
SEQ.ID.NO.1 (AF-16) y/o SEQ.ID.NO. 2 (AF-8), dicho procedimiento comprende durante al menos 4, tal como al
menos 12 semanas, alimentar a un ave, tal como una gallina, con un pienso granulado inductor de AF-16 y/o AF-8
para aves de corral que comprende al menos un 0,14 % de triptéfano libre o entre 1-2 gramos de triptéfano/kg de
pienso.

En un modo de realizacién de la presente invencion, dicho pienso inductor de AF-16 y/o AF-8 para aves de corral
comprende al menos un 0,14-1 % de triptéfano libre, tal como al menos un 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 o
1 % de triptéfano libre.

En un modo de realizacion de la presente invencion, dicho pienso inductor de AF-16 y/o AF-8 para aves de corral
comprende al menos 0,5 gramos de triptéfano/kg de pienso, tal como al menos un 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1,
1,2,1,3,14,15,16,1,7,1,8,1,9, 20, 2,2, 2,3, 24, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9 0 3 % de triptéfano/kg de pienso.

El pienso esta preferentemente en forma granulada. El término "pienso granulado” se usa en el presente contexto
para describir piensos concentrados elaborados en granulos. Los granulos tienen las ventajas de facilidad de
manipulacion, ausencia de polvo y residuos, y ofrecen una composicién estandar de los granulos.

En el presente contexto, el término "pienso" se usa para describir materiales de valor nutricional con los que se
alimenta a los animales. Cada especie tiene una dieta normal compuesta por piensos que son adecuados a su tipo
de tracto alimentario y que son econémicamente razonables, ademas de nutritivos y agradables. Los animales
agricolas en pastos tienen una dieta que es muy variable y esta sujeta a deficiencias nutricionales naturales.

Un procedimiento de suministro de triptéfano libre y otros complementos y aditivos es preparar una mezcla de
estas sustancias que se afade a la racion basica. Estas mezclas se denominan concentrados o premezclas vy,
debido a que suelen tener un alto contenido de cereales en grano, las mezclas que contienen solo grano también
se denominan concentrados. En el presente contexto, dicha premezcla comprende tipicamente al menos un 2,5 %
de triptéfano libre, un 70-75 % de glucidos, como dextrosa y un 25-30 % de sustrato basado en cereales, por
ejemplo, trigo.

El pienso puede comprender ademas pienso forrajero, tal como heno, ensilaje, forraje verde. Es decir, cualquier
pienso con un alto contenido en celulosa en relacion con otros nutrientes.

El pienso actualmente divulgado puede comprender ademas grano para pienso, tal como cereales y otros granos
y legumbres usados como pienso para animales, incluyendo trigo, cebada, avena, centeno, maiz, guisantes, colza,
harina de colza, harina de soja y sorgo.

El pienso puede comprender ademas complementos alimenticios, es decir, materiales nutritivos que son piensos
por derecho propio y que se afiaden a una dieta basica como pastos para complementar sus deficiencias, como
minerales y compuestos aromaticos. Los complementos alimenticios generalmente incluyen oligoelementos y
macroalimentos, tal como complementos proteicos.
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Experimentos

Experimento 1

Deteccidn y cuantificacion relativa de AF-16 en Salovum® usando ELISA y MALDI-MS
Procedimientos y materiales

Produccion de Salovum®, aspectos técnicos

Después de haber determinado in vivo una concentracion antisecretora adecuada de actividad de AF en la yema
de huevo por medio del ensayo de bucle ligado en rata, se recogieron huevos y se almacenaron a +4 °C. A
continuacion, la yema se separé de la clara, se pasteurizé y, a continuacién, se almacend en camaras estériles vy,
a continuacion, se secd por pulverizaciéon en una sala con aire filtrado. Todo el procedimiento tuvo lugar en
condiciones que aseguraban la exclusion de la desnaturalizacion de proteinas. En un momento final, la yema de
huevo secada por pulverizacion se envaso en sobres, cada uno de los cuales contenia 4 gramos de yema de huevo
en polvo. Salovum® se puede disolver facilmente a temperatura ambiente en agua o zumo, y preferentemente se
puede administrar en zumo de pifia que elimina por completo el sabor de los huevos.

Preparacion de yema de huevo-AF

Se disolvieron yema de huevo Salovum®, después de la induccion de AF en serie, y también yema de huevo
preparada a partir de gallinas control con un bajo contenido de AF, (mezcla de cuatro yemas) en solucién salina
tamponada con fosfato (PBS), se centrifugaron a 1000 x g durante 5 min y se recogi6 el sobrenadante. Se purifico
el AF de la yema de huevo usando cromatografia de afinidad (Bjorck et al., 2000). En resumen, después del paso
del sobrenadante de yema de huevo a través de una columna de agarosa de 3 ml (Sepharose 6B, GE Healthcare
Bio-sciences AB) y lavado en PBS, el AF absorbido en agarosa se eluyé con metil-a-D-glucdsido 1 M. Se dializd
el eluido frente a PBS durante 24 h a4 °C y, a continuacion, se almacené a -20 °C hasta su uso.

Determinacion in vivo de la actividad del AF en la yema de huevo

La actividad de AF de la fraccién de yema de huevo purificada se determiné mediante el ensayo de bucle ligado
en ratas usando la toxina del célera (CT) como secretagogo (1). Por tanto, a una preparacion de AF que mediaba
una inhibicién de un 50 % de la secrecién de fluido inducida por CT en un asa yeyunal de rata se le asigné un valor
de "unidad de AF" de 0,5. Estudios previos en humanos (2) y animales (3) han demostrado que los valores de
AF >0,5 unidades de AF se correlacionan con la reduccion de la secrecion de diarrea (2).

Anticuerpo contra AF-16

Se genero anticuerpo policlonal primario contra el péptido AF 36-VCHSKTRSNPENNVGL-5' en conejo (aP8). Se
produjo el péptido mediante sintesis quimica organica en fase sélida y la siguiente produccién de antisuero fue
realizada por Innovagen AB (Lund, Suecia).

Prueba DE ELISA de AF-16 inmunégeno.

Se analiz6 el contenido de AF-16 en la yema de huevo en un ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA). Las
muestras de yema de huevo purificada por afinidad se valoraron en placas de microtitulacién Maxisorp (Nunc) y se
incubaron durante la noche a 4 °C. Después del bloqueo con seroalbumina bovina (BSA) al 0,2 % en PBS durante
45 min a 37 °C, las placas se lavaron con PBS + Tween 20 al 0,05 % (PBS-T). Se afiadio6 el anticuerpo policlonal
generado contra el péptido de AF AF-16, AP8 (diluido /500 en PBS + de Tween 20 al 0,05 %+BSA al 0,2 %) y se
incubaron las placas durante 2 h a temperatura ambiente (TA). Después del lavado, se afiadié anticuerpo de cabra
contra inmunoglobulina IgG de conejo conjugada con fosfato alcalino (AP) (Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.)
durante 1 hora a TA. Después del lavado, se afiadié a las placas el sustrato 4-nitrofenil fosfato (Sigma-Aldrich
Sweden AB) en tampoén de dietanolamina (pH 9,8) con MgClz 1 mM y se reveld la enzima unida leyendo la
absorbancia a 405 nm. Se us6 suero preinmune de conejo como fondo y los valores se dedujeron para dar la
absorbancia neta.

Deteccion por espectrometria de masas MALDI de AF-16
La cuantificacion relativa del péptido AF-16 en muestras de yema de huevo purificada por afinidad se sometié a
prueba mediante espectrometria de masas de ionizacion por desorcién laser asistida por matriz (MALDI-MS). Se

usaron 2 procedimientos AutoXecute diferentes con 30000 y 10000 satisfactorios para recoger datos de cada
muestra depositada en la placa de acero molido de MALDI con un 80 % de intensidad de laser y movimiento de
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raster hexagonal. Se us6 HCCA como solucién de la matriz y se normalizaron las intensidades de sefial de AF-16
a la sefial de matriz 568,2 (3HCCA+H). Para someter a prueba el procedimiento, afiadimos una serie de diluciones
de AF-16 en muestras de yema de huevo después de la cromatografia de afinidad y aplicamos el mismo
procedimiento recogiendo 30000 disparos satisfactorios.

Resultados
Yema de huevo sometida a prueba para determinar la actividad biolégica

Se sometieron a prueba las muestras de yema de huevo purificada para determinar la actividad de AF en el ensayo
de bucle ligado en rata. Se recogio6 la yema de los huevos cada semana durante el aporte a las gallinas de una
dieta que estimulaba la produccién alta de AF enddgeno. Los resultados de la tabla 1 demuestran un aumento de
la actividad del AF durante hasta 14-15 semanas de aporte en la dieta, después de lo cual no se pudo registrar
ningun otro incremento de la actividad de AF por medio del ensayo in vivo. Finalmente, se recogieron los huevos
después de un aporte continuo durante 18 semanas del pienso estimulante del AF. En estos huevos se pudo
determinar una actividad de AF significativa en muestras de yema diluidas 1:1000 (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad de AF en muestras de yema de huevo purificada recogidas de gallinas después de 2-3, 8-9 y
14-18 semanas después del aporte de una dieta inductora de AF. Un valor de >0,5 unidades de AF se correlaciona
con una disminucion significativa de la produccion de diarrea.

Grupo de Semanas de dieta N Unidades de AF Medias | Diluciéon de yemaen la
prueba inductora de AF * SFM* prueba
A 2-3 6 0,2 +0,01
B 8-9 6 0,6 + 0,02
14 -18 8 0,5+0,02 1:1000

. Significacion: A frente a B, p = 0,0025

. A frente a B, p = 0,0123

. B frente a C, p = NS

Yema de huevo sometida a prueba por ELISA

Para evaluar el efecto de la induccién de AF después de diferentes puntos temporales, se determiné el contenido
de AF-16 con aP8. Como se muestra en la figura 1, el nivel fue bajo en las muestras preparadas después de hasta
10 semanas de induccién para alcanzar un incremento del nivel de mas del doble después de 18 semanas.

Fig. 1. El nivel de AF-16 en la yema de huevo purificada por afinidad como se sometié a prueba por ELISA usando
aP8. Se analizaron muestras de yemas de huevo mezcladas (n=4) y se determind la absorbancia neta.

La cuantificacién relativa del péptido AF-16 en muestras de yema de huevo purificada por afinidad se realizé con
MALDI-MS como se puede observar en la FIG. 2. Los dos procedimientos de adquisicion diferentes (30000 y 10000
disparos satisfactorios recogidos de cada muestra) arrojaron resultados similares y mostraron una intensidad de
sefial normalizada creciente de 3 a 5 semanas, 5 a 9 semanas y 9 a 12 semanas, respectivamente. Dado que se
us6 HCCA como solucion de la matriz, se normalizaron las intensidades de sefial de AF-16 a la sefal de matriz
568,2 (BHCCA+H). Se observé un incremento de aproximadamente el doble en las sefiales de AF-16 en las
muestras de 3 a 12 semanas.

Fig. 2. 130000 (rojo) y 10000 (azul) disparos de laser satisfactorios recogidos de cada muestra que muestran la
intensidad de sefial normalizada promedio del péptido AF-16 de muestras de yema de huevo purificada que van
de 3-12 semanas.

Para evaluar la cantidad relativa del péptido AF-16 en la yema de huevo, se afiadié una serie de diluciones del
péptido AF-16 a muestras de yema de huevo purificada por cromatografia de afinidad y se analizaron con MALDI.
Los resultados se pueden ver en la FIG. 3. Se normalizaron los resultados a 3 picos de masa interna diferentes y
los autores observaron que la normalizacion a tres sefiales de matriz diferentes dio resultados similares.

Fig. 3. Cantidad relativa del péptido AF-16 en la yema de huevo como se analizé con MALDI. Se normalizaron los
resultados a 3 picos de masa interna diferentes. En base a la intensidad de la sefial normalizada en la serie de
diluciones, los autores pudieron estimar que la cantidad relativa de péptido AF-16 en las muestras de yema de
huevo estaba en el intervalo de 0,05 ng/ml después de 12 semanas.
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En base a la intensidad de la sefial normalizada en la serie de diluciones, los autores pudieron estimar que la
cantidad relativa de péptido Af-16 en las muestras de yema de huevo estaba en el intervalo de 0,05 ng/ml después
de 12 semanas.

Experimento 2
El factor antisecretor detiene la diarrea en menos de tres horas, sin efectos secundarios.

El factor antisecretor (AF) es parte del sistema de defensa innato del huésped en el ser humano y los animales. El
AF actda en combinacién con proteasomas y complejos de proteasoma-complemento C3, previniendo la
hipersecrecion y la inflamacion sin efectos secundarios.

El AF se puede proporcionar por via oral como yema de huevo en polvo, Salovum®.

En nifios paquistanies, que sufrian de diarrea aguda, se demostré previamente que el tratamiento con Salovum©
reducia el nimero de deposiciones y mejoraba su consistencia en 10 horas frente a las 18 horas del grupo del
placebo.

Se produjo un lote nuevo de Salovum®© (New Salovum) con un efecto antisecretor 10%/10° veces mas potente que
la preparacion anterior tratando de lograr un tratamiento de la diarrea ain mas eficaz. Se uso este lote para el
tratamiento de nifios que sufrian de diarrea liquida y deshidratacion de moderada a grave, seleccionados en la
Clinica Pediatrica de Pacientes Ambulatorios, Hospital Infantil, Lahore, Pakistan. Ocho pacientes recibieron un
sobre de (New Salovum) (4 gramos, grupo 1) mientras que otros ocho recibieron dos sobres (New Salovum) (8
gramos, grupo 2).

El protocolo para el manejo de la diarrea se mantuvo uniforme para todos los pacientes excepto para la dosis de
(New Salovum). En el momento de la inclusién, el nUmero medio de deposiciones desde la mafiana fue similar en
ambos grupos con 15 + 4,6 en el grupo 1y 13 + 4,5 en el grupo 2, p = 0,429. Después de la bebida de (New
Salovum), el grupo 1 registré una media de 4 deposiciones durante las siguientes 3 horas (reduccion de un 65 %,
p <0,001), mientras que en el grupo 2 se observé una media de 2,7 deposiciones (reduccién de un 68 %, p <0,000).
La consistencia de las heces mejoré de forma similar en ambos grupos desde inicialmente acuosas (8, es decir,
100 %) a acuosas (2, es decir, 25 %) o semisdlidas (6, es decir, 75 %). Ningun paciente del grupo 2 mostré signos
de deshidratacion después del aporte de (New Salovum), mientras que seis (75 %) del grupo 1 presentaron algunos
signos y dos (25 %) signos graves.

Se observo una reduccién en el nUmero de heces y una mejor consistencia en un plazo de 91 minutos después de
las bebidas de (New Salovum) en el grupo 1y después de 68 minutos. en el grupo 2 (p = 0,3302). No se observaron
efectos secundarios.

Se podria proporcionar la administracion de New Salovum poco después de la apariciéon de la diarrea en zonas
desfavorecidas, por ejemplo, por personal de enfermeria de las aldeas, preferentemente comenzando poco
después de la aparicion de la enfermedad. Esto reduciria la necesidad de aplicar una atencion médica mas
cualificada. El tratamiento con New Salovum de la diarrea infantil podria, por tanto, dar como resultado una mejora
de la salud infantil que favorezca el crecimiento y el desarrollo, a bajo coste y sin el riesgo de efectos secundarios.

Tabla 2. Respuesta a la dosis del tratamiento con New Salovum en nifios que padecen enfermedades diarreicas.
El grupo 1 recibié un sobre (4 gramos) y el grupo 2 dos sobres (8 gramos) en el momento de la inclusién. La
respuesta clinica al tratamiento con New Salovum se registra al final del primer periodo de registro de 3 horas con
los cambios registrados durante este tiempo.

Tabla 2
Variables Grupo 1 Grupo 2 Valor de p
Media de edad (meses) + DE 14,4375 + 8,898 16,5+ 5,318 0,5816
Frecuencia de las deposiciones:
Deposiciones desde la mafana (media £ DE) 15 + 4,62* 13 £4,50* 0,4291
Deposiciones en 3 h
(media = DE) 4,75 +2,91* 2,75 +2,18** 0,1430
Reduccion porcentual: 64,47 % 68,11 %
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Variables Grupo 1 Grupo 2 Valor de p
(p <0,0001) (p <0000)

Consistencia al ingreso:

Acuosas 8/8 100 % 8/8 100 %

Después del tratamiento:

acuosas 2/8 (25 %) 2/8 (25 %) 0,0035
Semisodlidas 6/8 (75 %) 6/8 (75 %)
Deshidratacién, signos clinicos en el momento de la presentacién

Algunos 4 (50 %) 2 (25 %)

Moderados 1(12,5 %) 5 (62,5 %)

Graves 3 (37,5 %) 1(12,5 %)

Deshidratacién, signos clinicos después del tratamiento

Ninguno 0 8 (100 %)
Algunos 6 (75 %) 0
Moderados 0 0
Graves 2 (25 %) 0

Tiempo medio necesario para responder reduciendo el nimero de heces y mejorando la
consistencia:

91 minutos 68 minutos 0,3302

_Nota: La duracién total del tratamiento con OPD no se extendié a mas de 3 horas durante las cuales
todos los enviados a casa informaron de ausencia de todos los sintomas.

Se realizaron pruebas de la t y chi cuadrado para comparaciones entre medias y proporciones.

* Las comparaciones de antes y después del numero medio de deposiciones en el grupo 1 fueron
significativas (p <0,0001)

** Las comparaciones de antes y después del numero medio de deposiciones 2 fueron significativas
(p <0,0000)

Experimento 3
Procedimiento para la estimacion de proteinas antisecretoras naturales en huevos.

Se disuelven 1,75 gramos de yema de huevo en polvo en 6,4 ml de solucién tamponada con fosfato (PBS), lo que
representa un 20 % de la materia seca de una yema de huevo. Se afiaden 4 ml de esta solucion a 6 ml de PBS.
(50 % del contenido de NASP original). Se centrifuga la muestra diluida a 2000 g durante diez minutos; se transfiere
el sobrenadante a una columna de agarosa (Sepharose). Se eluye el NASP absorbido con alfa-metilglucésido y se
recoge el eluido de 1 ml que contiene el NASP y se dializa. (Rendimiento 100 %) La presente solicitud de patente
establece:

Se diluye 500 o 1000 veces la muestra preparada como se indica anteriormente, antes de someterla a prueba en
el modelo de intestino de rata. Se inyecta por via intravenosa una alicuota de 1 ml de la muestra diluida antes de
exponer el intestino a la toxina del célera. Se calcula el nimero de unidades de FIL a partir del peso del intestino
por centimetro en los grupos de prueba y control de ratas.

El contenido de NASP en huevos es igual al resultado, como se determina anteriormente y se multiplica por la tasa
de dilucion inversa.

Por tanto, el contenido analizado de NASP en las muestras es igual al resultado multiplicado por 1000 o 2000.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Lantmannen AS-Faktor AB
<120> Procedimiento para producir yema de huevo con alto contenido de AF-16
<130> PS54728PC00

<140> PCT/
<141> 14-06-2016

<150> SE 1551018-3
<151>10-07-2015

<160> 4
<170> FastSEQ para Windows versién 4.0

<210> 1

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220> Péptido activo

<221> VARIANTE

<222>6

<223> se puede reemplazar con A

<221> VARIANTE
<222>3
<223> se puede reemplazar con R o K

<221> VARIANTE
<222> 4
<223> se puede reemplazar con L

<221> VARIANTE
<222>2
<223> se puede reemplazar por S

<400> 1

Val Cys His Ser Lys Thr Arg Ser Asn Pro Glu Asn Asn Val Gly Leu

1 5 10

<210>2

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> Péptido activo

<221> VARIANTE

<222>6

<223> se puede reemplazar por A

<221> VARIANTE
<222>3
<223> se puede reemplazar por R o K

<221> VARIANTE
<222> 4
<223> se puede reemplazar por L

<221> VARIANTE

<222>2
<223> se puede reemplazar por S
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Val Cys His Ser Lys Thr Arg

<223> se puede reemplazar por A

<221> VARIANTE

<222>2

1

<223> se puede reemplazar por R o K

<221> VARIANTE

<222>3

<223> se puede reemplazar por L

<221> VARIANTE

<222> 1

<223> se puede reemplazar por S

<400> 3

<210> 4

<211> 382
<212> PRT
<213> homo sapiens

<400> 4

Met
1
Arg
Val
val
Thr
65
Lys
Leu

Val

Lys

Val
Asn
Asn
Gly
50

Pro
Gly
Lys
Gly

Arg
130

Leu
Gly
Ile
35

Leu
Asp
Lys
His
Ser

115
Leu

Glu
Asp
20

val
Ile
Thr
Ile
Arg
100

Pro

Lys

Ser
Phe
Cys
Thr
Gly
Thr
85

Gln

val

Lys

Cys

Thr
Leu
His
Leu
Arg
70

Phe
Gly

Glu

Glu

His

Met
Pro
Ser
Ala
55

Ile
Cys
Lys
Asp

Lys
135

Ser Lys

Val Cys

Thr Arg
25

Lys Thr

40

Asn Asp

Leu Ser
Thr Gly
Asn His

105
Asn Glu

120
Val Asn

16

5

Thr

Val
10

Leu
Arg
Cys
Lys
Ile
90

Lys
Lys

val

Arg

Asp
Gln
Ser
Glu
Leu
75

Arg
Met

Asp

Asp

Asn
Ala
Asn
Val
His
Val
Arg
Leu

Ile
140

Ser
Gln
Pro
45

Leu
Thr
Ala
Ile
Val

125
Ile

Glu
Gln
30

Glu
Thr
Val
His
Ile
110
Lys

Asn

Tyr
15

Asp
Asn
Thr
Gln
Leu
95

Ala

Leu

Phe

Met
Ala
Asn
Leu
Pro
80

Ala
Phe

Ala

Gly



Glu
145
Asn
Pro
Gly
Asp
Glu
225
Ser
Asp
Gly
Ala
Ala
305
Glu
val

Asn

Thr

Glu
Gly
Ser
Gly
Pro
210
Glu
Ala
Ala
Leu
Met
290
Asp
Glu
Leu

Ala

Arg
370

Glu
Lys
Leu
Ala
195
Ser
Gln
Ala
Leu
Pro
275
Gln
Ile
Asp
Glu
Met

355
Arg

Val
Asp
Ala
180
Met
Ala
Arg
Glu
Leu
260
Asp
Met
Asp
Asp
Asn
340
Gly

Arg

Asn
Gly
165
Asp
Leu
Asp
His
Ala
245
Lys
Leu
Ser
Ala
Tyr
325
Leu

Ser

Lys
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Thr
150
Thr
Ala
Gly
Pro
Ala
230
Gly
Met
Ser
Leu
Ser
310
Asp
Pro

Leu

Thr

Glu
Gly
Leu
Leu
Glu
215
Gly
Ile
Thr
Ser
Gln
295
Ser
Val
Gly

Pro

Arg
375

Lys
Ser
Ile
Gly
200
Leu
Gly
Ala
Ile
Met
280
Gly
Ala
Met
val
Pro

360
Ser

Leu
His
Ser
185
Ala
Ala
Gly
Thr
Ser
265
Thr
Ala
Met
Gln
Asp
345
Arg

Glu

17

Thr
Leu
170
Ser
Ser
Leu
Ala
Thr
250
Gln
Glu
Glu
Asp
Asp
330
Pro

Pro

Thr

Ala
155
Val
Pro
Asp
Ala
Arg
235
Gly
Gln
Glu
Phe
Thr
315
Pro
Asn

Pro

Gly

Phe
Thr
Ile
Phe
Leu
220
Arg
Thr
Glu
Glu
Gly
300
Ser
Glu
Asn
Arg

Gly
380

Val
Val
Leu
Glu
205
Arg
Ala
Glu
Phe
Gln
285
Gln
Glu
Phe
Glu
Thr

365
Lys

Asn
Pro
Ala
130
Phe
Val
Ala
Asp
Gly
270
Ile
Ala
Pro
Leu
Ala
350
Ala

Gly

Thr
Pro
175
Gly
Gly
Ser
Arg
Ser
255
Arg
Ala
Glu
Ala
Gln
335
Ile

Arg

Leu
160
Gly
Glu
vVal
Met
Ala
240
Asp
Thr
Tyr
Ser
Lys
320
Ser

Arg

Arg
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REIVINDICACIONES

Yema de huevo que comprende un fragmento de proteina de factor antisecretor (AF) de al menos 0,05 ng/ml
con una secuencia de aminoacidos como se divulga en la SEQ.ID.NO.1 y/o en la SEQ.ID.NO.2.

Yema de huevo de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la yema de huevo se seca por pulverizacion.

Yema de huevo de acuerdo con la reivindicacion 2, que se caracteriza ademas por inducir al menos 0,5
unidades de AF en un paciente que lo necesita entre 60-120 min después del aporte de al menos 4 gramos
de dicha yema de huevo liofilizada.

La yema de huevo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 que se origina a partir de huevos
de aves de corral, tales como aves gallinaceas, incluyendo gallinas.

Un procedimiento para producir una yema de huevo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
comprendiendo dicho procedimiento:

a. durante al menos 4 semanas, tal como durante al menos 12 semanas, alimentar a las aves de corral
con un pienso inductor de AF-16 y/o AF-8 para aves de corral que comprenda al menos 1-2 gramos de
triptéfano/kg de pienso y en el que dicho alimento se proporcione en forma granulada, en el que dicho
pienso comprende ademas de forma alternativa aminoacidos, glucidos y amidas en cantidades y
proporciones de modo que se estimule la formacién de AF-16 en las aves de corral después del
consumo de dicho pienso, o en el que dicho pienso comprende ademas de forma alternativa cereales
malteados en cantidades y proporciones de modo que se estimule la formacion de AF-16 y/o AF-8 n las
aves de corral y, después de esto,

b. recoger huevos de dichas aves de corral,
c. separar la yema de huevo de la clara de huevo, y, de forma alternativa,

d. liofilizar, secar en lecho fluido, triturar, lixiviar, extraer, evaporar, filtrar por membrana y/o secar dicha
yema de huevo, en el que dicha ave de corral es un ave gallinacea, incluyendo gallinas.

Yema de huevo producida de acuerdo con la reivindicacion 5.

Yema de huevo de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que dicha yema de huevo comprende un fragmento
de proteina de factor antisecretor (AF) de al menos 0,05 ng/ml con una secuencia de aminoacidos como se
divulga en la SEQ.ID.NO.1 y/o SEQ.ID.NO.2.

Yema de huevo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o 6-7, para su uso en medicina.

Yema de huevo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o 6-7, para su uso en el tratamiento
y/o profilaxis de la diarrea y/o deshidratacion.

Uso de yema de huevo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o 6-7 para la preparacion de
productos alimenticios funcionales enriquecidos con proteinas de factor antisecretor (AF), tales como piensos,
alimentos y/o complementos alimenticios.

Un alimento, pienso y/o complemento alimenticio que comprende yema de huevo de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1-4 o0 6-7.

Un alimento que comprende yema de huevo de acuerdo con la reivindicacion 11 seleccionado del grupo que
consiste en tortita, tortilla, helado, huevo duro o pasado por agua, refrescos, yogur, pan, galletas, pasta,
granos, copos, papilla, gachas, composiciones de bebidas con o sin electrolitos, una preparacion de alimentos
que contiene carne y productos carnicos, grasas y productos grasos, leche y productos lacteos y barras de
alimentos.

Una composicion farmacéutica que comprende yema de huevo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-4 0 6-7 y un vehiculo farmacéutico adecuado.

Una composicion farmacéutica que comprende yema de huevo de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que
el vehiculo farmacéutico adecuado se selecciona del grupo que consiste en agua y PBS.

Una composicion farmacéutica que comprende yema de huevo de acuerdo con la reivindicacion 13, que se
caracteriza ademas por inducir al menos 0,5 unidades de AF en un paciente que lo necesita.
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