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DESCRIPCION

Uso de cepas del virus Parapox ovis contra fibrosis de érganos.

La presente invencion se refiere al uso en seres humanos de cepas aisladas de Parapoxvirus ovis de las cepas orf-
11, Greek orf strain 176, Greek orf strain 155, cepas aisladas New Zealand (NZ) NZ2, NZ7 y NZ10 en la profilaxis y
el tratamiento de enfermedades que van acompanadas de una elevada deposicién de coldgeno pudiendo estar afectados
tanto los 6rganos internos como, por ejemplo, el higado como también la piel y sus estructuras anejas. Especialmente
se refiere a fibrosis hepatica o cirrosis hepadtica tras hepatitis viricas o enfermedades hepdticas inducidas por etanol,
asi como fibrosis quistica.

Otro objeto de la invencidn se refiere al uso de Parapoxvirus ovis D 1701 solo para la preparacién de farmacos y
preparaciones farmacéuticas con efecto preventivo o curativo sobre fibrosis de 6rganos del ser humano.

Ademis de las cepas de partida, también se refiere a las variantes obtenidas mediante subcultivo y/o adaptacién
a determinadas células, por ejemplo WI 38. Ademads de los virus completos, también son adecuados partes o frag-
mentos de estos virus. Por partes se entiende fragmentos gendmicos o subgendmicos expresados mediante vectores
adecuados, por ejemplo, Vaccinia en sistemas adecuados como cultivos de fibroblastos. Por fragmentos se entiende
las fracciones obtenidas mediante purificacién bioquimica como cromatografia o las particulas obtenidas después de
aplicar procedimientos fisicos como disgregacién con ultrasonidos.

Se sabe que Parapoxvirus puede estimular la reaccién inmunolégica no especifica de vertebrados. Baypamun®,
una preparacién de Parapoxvirus ovis quimicamente inactivado, cepa D1701, se utiliza en animales para la profilaxis,
metafilaxis y terapia de enfermedades infecciosas, asi como para la prevencion de enfermedades inducidas por el
estrés.

La patente DE 3 504 940 A (Mayr, Anton) ensefia el efecto favorable de Baypamun® en estados como la inmunoin-
suficiencia mediante irradiacion rica en energia, quimioterapia, SIDA, inmunodepresion, lesiones asociadas a la edad,
asi como efectos desintoxicantes, pero no a la reduccién inmediata de una fibrosis hepatica. Ademads, el documento
DE 3 504 940 ensefia que Baypamun® como complemento respalda la eficacia de una terapia tumoral y que protege a
recién nacidos de enfermedades provocadas por una defensa inmunolégica materna insuficiente.

El documento WO 95/22978 describe el uso de una composicién que contiene al menos dos o mds cepas de
Parapoxvirus como inductores de paramunidad, es decir, para la estimulacidn inespecifica del sistema inmunitario.

El documento WO 97/38724 describe el uso de una composicién llamada “Conpind” que estd constituida por las
dos cepas viricas Parapoxvirus ovis D1701 y Avipoxvirus gallinae como inductores de paramunidad.

A partir del presente estado de la ciencia, ahora se ha encontrado de manera sorprendente que la administracién
de Parapoxvirus inactivado puede reducir o prevenir la fibrosis hepatica. En modelos de animales, este efecto se
encontré en el caso de fibrosis hepatica inducida por tetraclorometano que se basa en una lesion hepdtica téxica y
en el caso de fibrosis hepdtica inducida por suero heterélogo, en la que no se produce una inflamacién del higado.
Ademés, es sorprendente el grado del efecto terapéutico: la produccién excesiva de coldgeno en la fibrosis hepdtica se
inhibe en el modelo de tetraclorometano hasta el 60%, en el modelo de suero se inhibe casi completamente. Acorde
con estos resultados de experimentos a largo plazo, después de la administracién tnica de tetraclorometano ahora
pudo mostrarse que Baypamun® y las preparaciones obtenidas a partir de las cepas anteriormente mencionadas del
Parapoxvirus ovis inhiben la transformacién de las células estrelladas hepdticas en células del tipo miofibroblastos
productores de coldgeno.

La fibrosis hepdtica o cirrosis hepdtica puede producirse por diferentes noxas como, por ejemplo, infecciones
viricas y alcoholismo, pero los diferentes patomecanismos desembocan en un trayecto final comun, la produccién
de coldgeno. Como muestran los resultados experimentales en animales de los modelos no infecciosos anteriormente
expuestos, la administracion de virus Parapox inactivados previene sorprendentemente la deposicién de coldgeno
independientemente de la noxa inductora. Por tantos, los virus Parapox abren un novedoso principio de terapia para
ejercer un efecto sobre el trayecto final comiin a todas las enfermedades que conducen a fibrosis.

Este efecto también sugiere una terapia especialmente eficaz de la fibrosis hepatica viricamente inducida con
preparaciones del virus Parapox ya que para tales preparaciones se conocen efectos inmunoestimulantes adicionales.

El fuerte efecto antifibrético ahora descubierto de Baypamun® abre la posibilidad de utilizar Baypamun® o pre-
paraciones de NZ2 como patrén de referencia para la evaluacidn de efectos antifibréticos en ensayos para descubrir
sustancias antifibréticas.

Los virus Parapox inactivados o sus variantes y preparaciones obtenidas a partir de las cepas anteriormente men-
cionadas también poseen un espectro de accién antifibrético universal y, por tanto, son adecuados no sé6lo para la
profilaxis y la terapia de enfermedades fibréticas del higado, sino también en enfermedades fibréticas de otros 6rga-
nos como, por ejemplo, del pulmén, del pancreas, del corazén y de la piel. Se prefiere especialmente el uso de cepas
aisladas del virus Parapox en la profilaxis y el tratamiento de fibrosis hepdtica y cirrosis hepatica.
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Dependiendo del planteamiento clinico, el agente terapéutico basado en Parapoxvirus se administra sistémicamen-
te, es decir, por ejemplo intramuscularmente, subcutdneamente, intraperitonealmente, intravenosamente, por via oral,
por inhalacién o localmente. En este caso, Parapoxvirus se presenta o purificado y liofilizado y se suspende en un disol-
vente adecuado inmediatamente antes de la administracion o se presenta en otra formulacién adecuada o se presenta en
una forma de administracién por via oral resistente a los jugos gastricos u otra forma de administracién por via oral.

En este caso pueden ser necesarias varias administraciones o tratamiento a largo plazo segtin esquemas cronolégi-
cos que se corresponden con los requisitos del planteamiento clinico.

La presente invencién se refiere al uso de cepas aisladas del virus Parapox para la preparacién de fairmacos con
efecto preventivo o curativo sobre fibrosis de 6rganos del humano. Las cepas aisladas del virus Parapox se obtienen a
partir de las cepas D1701, orf-11, Greek orf strain 176, Greek orf strain 155, asi como de las cepas New Zealand (NZ)
para la preparacién de farmacos con efecto preventivo o curativo sobre fibrosis de 6rganos del humano. Preferiblemente
se usan cepas New Zealand (NZ), las cepas NZ2, NZ7 y NZ10, para la preparacién de farmacos con efecto preventivo o
curativo sobre fibrosis de 6rganos del ser humano, prefiriéndose especialmente la cepa NZ2. Ademds, los virus Parapox
anteriormente descritos pueden modificarse mediante subcultivo o adaptacion a células adecuadas y tales virus Parapox
obtenidos mediante subcultivo o adaptacion usarse para la preparacion de farmacos con efecto preventivo o curativo
sobre fibrosis de érganos del ser humano, pudiendo usarse para el subcultivo o la adaptacién, por ejemplo, células
humanas como WI-38, MRC-5, células bovinas como BK-K13A47/Reg o MDBK y células ovinas como MDOK.
También pueden usarse partes o fragmentos de los virus Parapox previamente mencionados para la preparacién de
farmacos con efecto preventivo o curativo sobre fibrosis de 6rganos del ser humano. Por partes se entiende fragmentos
gendémicos o subgendmicos expresados mediante vectores adecuados como virus de la variolovacuna en sistemas
adecuados como cultivos de fibroblastos y por fragmentos las fracciones obtenidas mediante purificacién bioquimica
como cromatografia de particulas viricas expresadas o fisicamente desintegradas, por ejemplo, mediante la accién de
ultrasonidos. Otro objeto de la invencién es el uso de las cepas anteriormente descritas de Parapoxvirus ovis o de las
modificaciones obtenidas a partir de ellas como se describe previamente en combinacién con otros agentes para la
preparacién de farmacos y preparaciones farmacéuticas con efecto preventivo o curativo sobre fibrosis de érganos del
ser humano, asi como el uso de Baypamun® solo o en combinacién con otros agentes para la preparacién de formacos
y preparaciones farmacéuticas con efecto preventivo o curativo sobre fibrosis de érganos del ser humano. Un objeto
preferido de la invencién es el uso de las cepas anteriormente descritas de Parapoxvirus ovis o de las modificaciones
obtenidas a partir de ellas como se describe previamente en combinacién con otros agentes en una formulacién para
la administracion por via oral, por ejemplo, en cdpsulas resistentes a los jugos gastricos.

Ademds, es objeto de la invencién el uso de Parapox ovis D 1701 o preparaciones de NZ2 como referencia para la
evaluacién de los efectos antifibréticos en ensayos para descubrir sustancias antifibroticas.

Parapoxvirus ovis NZ-2 mencionado en este documento a modo de ejemplo se deposit6 el 10 de julio de 2001 en
la Coleccion europea de cultivos celulares, Centre for Applied Microbiology and Research, Porton Down, Salisbury,
Wiltshire, SP4 OJG, Reino Unido. El ndmero de depdsito es 0 107 1006.

Ejemplo 1

Efecto de Parapoxvirus ovis, cepa D 1701, Baypamun®

Metodologia

La sustancia seca Baypamun®, una preparacién obtenida a partir de Parapoxvirus Ovis, cepa D 1701, quimica-
mente inactivado se disolvi6 segun el protocolo con agua para inyeccion (titulo referido a la TCIDS50 (dosis infectiva
en cultivo de tejido al 50% (“tissue culture infective dose”)) aproximadamente 107 por ml).

Como disolucién placebo se administrd a los animales de los grupos de control una disolucién de poligelina con el
mismo contenido de proteinas que en la disolucién de Baypamun®.

Por titulo y administracién se administraron i.p 0,5 ml de disolucién. La administracion se realizé tres veces por
semana, pero nunca en dias consecutivos.

Baypamun® se probé en dos modelos de animal con diferente génesis de la fibrosis, el modelo de tetraclorometano
y el modelo de suero de cerdo.

El tratamiento crénico con tetraclorometano es un procedimiento habitual para la induccién experimental de una
fibrosis hepética con posterior cirrosis (McLean EK, McLean AEM, Sutton PM. Instant cirrhosis. Br. J Exp. Pathol.
1969; 50: 502-506). Se reconoce generalmente como modelo de la fibrosis y cirrosis hepaticas humanas. Se usa-
ron ratas Sprague-Dawley hembra. Para la induccién méxima del metabolismo microsomal de tetraclorometano, los
animales ya recibieron 1 g/l de isoniazida con el agua de beber una semana antes del inicio del tratamiento. El tetra-
clorometano se administré por via oral cada cinco dias a una dosis de 0,1 ml/100 g de peso corporal (tetraclorometano
: aceite mineral = 1 : 1). Los animales se sacrificaron después de siete semanas de tratamiento y se estudiaron. El
tratamiento con Baypamun® se realiz6 en paralelo al tratamiento con tetraclorometano.
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El tratamiento con suero heterélogo, por ejemplo, suero de cerdo en ratas, también es un procedimiento frecuen-
temente aplicado en la bibliografia para inducir una fibrosis hepdtica con posterior cirrosis que, a diferencia de otros
modelos, sélo produce una lesién e inflamacién minima de los células parenquimatosas hepaticas (Bhunchet, E. y
Wake, K. (1992): Role of mesenchymal cell populations in porcine serum-induced rat liver fibrosis. Hepatology 16:
1452-1473). Las ratas Sprague Dawley hembra se trataron i.p. 2 x semana con 0,5 ml/animal de suero de cerdo esté-
ril (Sigma), los animales de control con disolucién fisiolégica estéril de cloruro sédico (2 x semana, 0,5 ml/animal,
i.p.).El tratamiento con Baypamun® se realizé en paralelo al tratamiento con suero de cerdo, pero nunca el mismo dfa.
Después de siete semanas de tratamiento, los animales se sacrificaron y se extrajeron los higados para la cuantificacién
del contenido de coldgeno.

Para el estudio histoldgico del tejido hepdtico se perforaron cilindros de tejido transversales normalizados (apro-
ximadamente 10 x 2 mm) del 16bulo anterior derecho del higado. Las secciones congeladas se tifieron con disolucién
de rojo de picrosirius al 0,1% para la deteccidn de coldgeno cicatricial producido por la fibrosis hepatica.

Como contratincidn se utilizé Fast Green para aumentar el contraste. El grado de fibrosis hepatica se determiné en
cada seccién como proporcién en porcentaje del area tefiida con rojo de picrosirius de toda el drea de medicién. Los
pardmetros de la deteccion colorimétrica videomicroscdpica se normalizaron y se mantuvieron constantes en todo el
experimento. Se midieron 64 campos de una rejilla normalizada de 31 mm? a un aumento final de 50 veces.

Para cuantificar el grado de transformacion de células estrelladas hepaticas (HSC; también células de Ito o células
almacenadoras de vitamina A), las células positivas para a-actina de musculo liso se detectaron inmunohistoquimica-
mente después del tratamiento a corto plazo de ratas con tetraclorometano. El drea positiva para a-actina de misculo
liso se fij6 a un aumento final de 200 veces en cada seccion en respectivamente 16 campos centrilobulares de 248 x
180 um. La transformacion de HSC en células del tipo miofibroblastos productoras de coldgeno y de factores de cre-
cimiento es conocida por ser la etapa decisiva en la induccién de fibrosis hepatica. Por tanto, las HSC transformadas
son un indicador temprano de actividad fibrégena en el higado.

Para la morfometria semiautomatica se utilizé un Leica Quantimed SO0MC (Leica Deutschland).

Para la determinacién de OH-prolina, en cada caso se secaron 50-100 mg de tejido hepético y se hirvieron con HCI
6 N aproximadamente 17 horas. Después de la evaporacién del dcido en la estufa de secado al vacio, el residuo se disol-
vi6 con 5 ml de agua destilada y se filtr6. Se incubaron 200 ul de la disolucion filtrada con 200 ul de etanol y 200 ul de
disolucién de oxidacién (disolucién acuosa de cloramina T hidratada al 7% diluida 1 : 4 con tamp6n de acetato-citrato,
pH 6,0) 25 min a temperatura ambiente. Después se afiadieron 400 ul de reactivo de Ehrlich (12 g de 4-dimetilamino-
benzaldehido en 20 ml de etanol + 2,74 ml de dcido sulfirico concentrado en 20 ml de etanol). Después de 3 horas de
incubacién a 35°C, la absorcion se midi6 a 573 nm. Para la serie patrén se usaron disoluciones acuosas de OH-prolina
(Sigma). El contenido de OH-prolina de las muestras de higado se calculé en mg por g de peso seco de higado.

Para seguir la formacion de radicales de oxigeno reactivos, se midio la concentracion de a-tocoferol (a-TOC) redu-
cido, un capturador de radicales, en el higado y la actividad de la enzima sensible a radicales 7-etoxiresorufin-deetilasa
(EROD) en suero. Ambos pardmetros estdn caracteristicamente regulados por disminucién en el envenenamiento con
tetraclorometano y permiten una estimacion del grado de gravedad de la lesidn oxidativa al tejido.

El estado del higado de los animales se determiné mediante la medicién de algunos pardmetros habituales del
suero:

Alanina-aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (AP), aspartato-aminotransferasa (AST), y-glutamiltransferasa
(GGT), glutamato-deshidrogenasa (GLDH), bilirrubina total (TBIL).

Resultados

El tratamiento con Baypamun® reduce significativamente el grado de degeneracién fibrética de los higados de
ratas tratadas con tetraclorometano (Fig. 1). Ademads, se observa una inhibicién casi completa de la transformacién
de HSC (Fig. 2). El nimero de células no parenquimatosas proliferantes en los higados de animales tratados con
Baypamun® est4 claramente reducido (Fig. 3). Las células no parenquimatosas incluyen HSC y las células de Kupffer
que igualmente participan en la fibrogénesis.

Los indicadores de suero para una lesidon hepatocelular como ALT, AP, AST, GGT, GLDH y TBIL (Tabla 1)
muestran una tendencia a la normalizacion.

La misma reduccién de las concentraciones de EROD y a-tocoferol en el grupo de control y el grupo tratado
con Baypamun® demuestran la presencia de radicales de oxigeno reactivos téxicos debido al envenenamiento con
tetraclorometano en ambos grupos (Tabla 1 y 2). Por tanto, puede descartarse un efecto “antifibrético” de Baypamun®
debido a un efecto desintoxicante.

En el modelo de suero, Baypamun® muestra una supresion casi completa de la fibrosis (Fig. 4): tanto el contenido
de hidroxiprolina como el drea de los higados que puede tefiirse con rojo sirius se encuentra en las ratas tratadas con
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Baypamun® casi al nivel de los animales de control sanos, mientras que en el caso de las ratas de control tratadas con
suero aumenta varias veces. El aumento del contenido de coldgeno inducido por el tratamiento con suero de cerdo
asciende en el grupo de Baypamun a sélo el 10% del valor correspondiente en el grupo de control.

Ejemplo 2

Parapoxvirus ovis, cepa NZ2

Metodologia

El virus NZ2 se replicé en pilas de cubetas. Para esto, células BK-clon3A se cultivaron en placas de cultivo celular
(37°C) 3 a5 dias en 2 g de EMEM + SBF al 10% hasta que el césped de células tenia una confluencia del 90 al 100%.
Se usaron 4 placas de cultivo celular por pila de cubetas como inéculo y se llenaron con medio (2 g de EMEM + SBF
al 10%) hasta un volumen de 2,5 litros. Después de 3 a 5 dias de incubacion a 37°C (césped de células confluente del
90 al 100%), el medio se cambié por 2 g de EMEM sin adicién de suero y el cultivo se infectd con el virus NZ2 (MOI
0,001 a 0,01).

Después de alcanzar el 100% de CPE (incubacién 37°C, aproximadamente 7 a 8 dias), el virus se cosechd. Para
esto, la suspension de virus se envasé en bolsas estériles de medio y se congel6 a -80°C. A continuacidn, la suspensién
se descongel6 a 37°C en una camara de incubacidn y se liber6 de las células mediante una filtracién profunda (tamafio
de poro 5 um). A continuacién, la suspension de virus se concentrd un factor de 20 a 40 mediante ultrafiltracién (punto
de corte 100 kDa). Alternativamente, el virus puede concentrarse mediante ultracentrifugacién (Ti45 30.000 rpm, 4°C,
60 min).

El titulo alcanzado mediante la concentracién del virus contenido en la suspension se determind mediante valo-
racién en células BK-clon3A. Después de ajustarse el titulo de virus a 6,0 mediante medio EMEM sin SBF, el virus
se inactivo térmicamente 2 h a 58°C. La inactivacién se controlé mediante un control de inactivacién en células BK-
clon3A.

Se estudi6 Parapox ovis, cepa NZ2, en ratas en el modelo de fibrosis hepdtica inducida con suero de cerdo ya usado
en el ejemplo 1:

Ratas Sprague Dawley hembra se trataron i.p. 2 x semana con 0,5 ml/animal de suero de cerdo estéril (Sigma), los
animales de control con disolucién fisiolégica estéril de cloruro sédico (2 x semana 0,5 ml/animal i.p.). La cepa NZ2
se administré i.p. 3 x semana en las dosificaciones 1,5 x 10° 6 5,0 x 10° TCIDsy/animal (volumen de administracion:
0,5 ml/animal). Para la dosis mds baja, el material de partida se diluyé con medio de cultivo celular (medio minimo
esencial de Eagle (“Minimum Essential Medium Eagle”), Sigma). Los animales de control se trataron con medio de
cultivo celular. El tratamiento con la cepa NZ2 se realizé en paralelo al tratamiento con suero, pero nunca el mismo
dia. Después de 7 semanas de tratamiento, los animales se sacrificaron, se extrajeron los higados y la fibrosis hepatica
se cuantificé tanto morfométricamente como mediante el contenido de OH-prolina. La metodologia para esto ya se ha
descrito en el ejemplo 1.

Resultados

Los resultados de las determinaciones de coldgeno se representan en la Fig. 5. De manera sorprendente, el trata-
miento con la cepa NZ2 puede suprimir el desarrollo de fibrosis hepdtica: los animales de control tratados con suero
muestran, en comparacién con animales sanos, un claro aumento del contenido de OH-prolina y de coldgeno que pue-
de tefiirse con rojo sirius. Este aumento se reduce por NZ2 en funcién de la dosis. También es sorprendente el grado
del efecto: la dosis 5 x 10° TCIDs, reduce el aumento del contenido de coldgeno en el higado hasta menos del 10%
del valor de control. Una evaluacién cualitativa de los preparados histolégicos dio como resultado que la proporcién
de los animales con septos de coldgeno se reduce del 93% (14/15) al 33% (5/15) en el grupo de 1,5 x 10° TCIDs, y al
0% en el grupo de 5,0 x 10° TCIDs,.

Ejemplo 3
Efecto antifibrotico de PPVO después de la administracion por via oral

El PPVO se formulé como liofilizado seco en cdpsulas resistentes a los jugos géstricos (Elanco, Indiandapolis,
EE.UU.).

Cuatro grupos cada uno de seis animales experimentales se trataron del siguiente modo: un grupo de control (grupo
1) s6lo recibi6 una capsula resistente a los jugos gastricos (sin PPVO) administrada por via oral, y adicionalmente
disolucién estéril de cloruro sédico (0,5 ml/animal) inyectada i.p. En el caso del grupo 2 se administré por via oral
una cdpsula resistente a los jugos gastricos (sin PPVO) junto con 0,5 ml de tetraclorometano por animal y 0,5 ml
de disolucion fisiolégica de cloruro sédico inyectada i.p. Los animales del grupo 3 recibieron de nuevo una cdpsula
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resistente a los jugos gastricos (sin PPVO) junto con 0,5 ml de tetraclorometano/animal administrado por via oral.
Los animales del grupo 3 recibieron ademds PPVO D1701 (dosis: 5 x 10° TCIDsy/animal) en 0,5 ml de agua para
inyeccion inyectado i.p. El grupo 4 recibié PPVO D1701 (dosis: 5 x 10° TCIDsy/animal, formulado en una cédpsula
resistente a los jugos géstricos) junto con 0,5 ml de tetraclorometano administrado por via oral. Los animales del grupo
4 recibieron ademas 0,5 ml de disolucién estéril de cloruro sédico inyectada i.p.

Después de 48 horas, se extrajeron los higados y en secciones de tejido representativas se determiné inmunohisto-
quimicamente para cada animal el drea centrilobular positiva para a-actina de musculo liso (a-SMA) en % del area de
medicién total (Johnson S J, Hines JE, Burt AD. Phenotypic modulation of perisinusoidal cells following acute liver
injury: a quantitative analysis. Int. J Exp. Path. 1992; 73: 765-772). Este valor es una medida de la transformacién de
las células estrelladas hepdticas.

Se realizaron 2 series de experimentos segun la descripcion anterior. Los resultados experimentales de la primera
serie de experimentos se reflejan en la Tabla 3, los resultados de la 2* serie de experimentos en la Tabla 4.

En la serie de experimentos 1, la proporcion del drea centrilobular positiva para @-SMA en el tejido de higado de
animales a los que se les administré i.p. PPVO D1701 (grupo 3) era inexplicablemente (y en contra del resto de la
experiencia experimental) mayor que en animales a los que no se les administré PPVO. Debido a este motivo, la serie
de experimentos 2 se realizé como experimento de repeticion.

En ambas series de experimentos se verific6 idénticamente y sorprendentemente después de la administracion por
via oral de PPVO D1701 (respectivamente el grupo 4) una inhibicién de aproximadamente el 50% de la transformacién
en comparacion con el grupo de control (respectivamente el grupo 2). En la 2% serie de experimentos, la inhibicién de
la transformacién después de la administracién por via oral de PPVO D1701 (grupo 4) es de una eficacia similar a la
administracién peritoneal de PPVO D1701 (grupo 3).

A partir de estos resultados puede deducirse que el PPVO también desarrolla un efecto antifibrético después de
administracién por via oral.

TABLA 1

Influencia de Baypamun® en los parametros de suero del estado del higado e
indicadores de una intoxicacion
ALT AST AP GGT GLDH TBIL EROD

U/l u/ u/i u/i u/i pumol/l nmol g x min
Control 491 457 162,8 0,8 12,5 1,6 0,30
EEM 3,7 87 14,76 0,2 7,9 0,2 0,02

Tetraclorometano | 956 924 3927 6,1 37,1 2.9 0,15
EEM 14,7 141 43,0 1,3 14,8 0,3 0,01

T.+Baypamun® 720 659 3295 45 18,2 1,9 0,17

EEM 99 91 26,9 0,8 40 0,2 0,03
ALT : Alanina-aminotransferasa GLDH : Glutamato-deshidrogenasa
AST : Aspartato-aminotransferasa TBIL : Bilirrubina total

AP : Fosfatasa alcalina EROD : 7-Etoxiresorufin-deetilasa

GGT : y-Glutamiltransferasa
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TABLA 2

Influencia de Baypamun®

sobre a-tocoferol de higado

a-tocoferol nmol / g de tejido
Control 73,1
EEM 2,2
Tetraclorometano | 35,7
EEM 2,3
T. + Baypamun® 38,5
EEM 6,1
TABLA 3

Influencia de PPVO después de la administracion intraperitoneal o por via oral sobre la
transformacion de células estrelladas hepaticas después de la administracién de una
dosis fibrogena de tetraclorometano. (Serie de experimentos 1)

Fibrosis Administracion DOSIS a-SMA (%)
Grupo 1 Capsula vacia por via oral + agua | —- 0,28 +0,04
Intacto para inyeccion i.p.

Grupo 2 Capsula vacia por via oral + agua | — 2,76 £0,79
Tetraclorometano | para inyeccion i.p.

Grupo 3 PPVO en agua para inyeccion i.p. +| 5 x  10°| 5,05+ 2,00
Tetraclorometano | capsula vacia por via oral TCIDsgg/animal

Grupo 4 PPVO en capsulaporviaoral +agua |5 x  10°|1,46+0,34
Tetraclorometano | para inyeccion i.p. TCIDsp/animal

TABLA 4

Influencia de PPVO después de la administracion intraperitoneal o por via oral sobre la
transformacion de células estrelladas hepaticas después de la administracion de una
dosis fibrogena de tetraclorometano. (Serie de experimentos 2)

Fibrosis Administracion DOSIS a-SMA (%)
Grupo 1 Capsula vacia por via oral + agua | ——- 0,20 £ 0,04
Intacto para inyeccion i.p.

Grupo 2 Capsula vacia por via oral + agua | —- 3,18 £ 0,56

7
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Tetraclorometano | para inyeccion i.p.

Grupo 3 PPVO en agua para inyeccion i.p. + | 5 X 101,22 +0,35

Tetraclorometano | capsula vacia por via oral

TCIiDsg/animal

Grupo 4 PPVO en capsula por via oral +|5 x  10%(1,55+0,34

Tetraclorometano | agua para inyeccion 1.p.

TCIDsg/animal
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REIVINDICACIONES
1. Uso de cepas aisladas del virus Parapox de las cepas orf-11, Greek orf strain 176, Greek orf strain 155, o de las
cepas New Zealand (NZ) NZ2, NZ7 y NZ10 para la preparacién de farmacos con efecto preventivo o curativo sobre
fibrosis de 6rganos del ser humano.

2. Uso segtin la reivindicacién 1, en el que se usan tales virus Parapox que se modificaron mediante subcultivo o
adaptacion a células adecuadas.

3. Uso segtin la reivindicacion 2, en el que para el subcultivo o la adaptacion se usan células humanas como WI-
38, MRC-5, células bovinas como BK-K13A47/Reg o MDBK y células ovinas como MDOK.

4. Uso segtin una de las reivindicaciones 1 - 3 en combinacién con otros agentes para la preparacién de farmacos
y preparaciones farmacéuticas con efecto preventivo o curativo sobre fibrosis de érganos del ser humano.

5. Uso de Parapox ovis D 1701 solo para la preparacién de farmacos y preparaciones farmacéuticas con efecto
preventivo o curativo sobre fibrosis de érganos del ser humano.

6. Uso de Parapox ovis D 1701 o preparaciones de NZ2 como patrén de referencia para la evaluacién de efectos
antifibréticos en ensayos para descubrir sustancias antifibréticas.

7. Uso de Parapox ovis D 1701 segtin la reivindicacién 5, en el que las preparaciones farmacéuticas y los fairmacos
son adecuados para administracién por via oral.

8. Uso de una preparacién de Parapoxvirus ovis quimicamente inactivado, cepa D 1701, solo para preparar una
preparacién farmacéutica con efecto preventivo o curativo sobre fibrosis de érganos del ser humano.

10
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Efecto de PPVO D1701 (Baypamun®) sobre la fibrosis hepatica
inducida por CCl4. Dosis 5 x 10° TCIDs¢/animal

Numero de animales: n = 6 controles sanos, n = 12 controles de CCl4, n
=13 CCl; + D1701

*p<0,02 **p<0,01 (prueba de Kolmogorow-Smirnow) frente a CCl4

11



ES 2332355 T3

ﬂ

ig 2

Area centrilobular positiva para a-SMA

N
1

-—
L.

Area positiva para o-SMA (% de un campo
centrilobular)

T
1

N\

Control Cle CCl4+
Baypamun

Fig3
Area centrilobular positiva para PCNA
0 Células no parenquimatosas

|

200

100+

N ]

PCNA+nUGcleos/mm?

Control L& CCle+
Baypamun

12



Fi

% del area

ES 2332355 T3

g 4

c OH-prolina

8 ]
T
\% 2,0+
N oy

(0]
o
o 15+

(13
£
©

2 1,04
T .
O

[
'g)' 05+

&

0,0
Control sano Control de suero Suero +
D1701

12 Morfometria
10+ J_

gl

6T

JR

2l N

O .

Cor_ltr'oll sano Suero Suero +
D1701

Etfecto de PPVO D1701 (Baypamun®) sobre la fibrosis hepatica
inducida por suero de cerdo. Dosis 5 x 10° TCIDsp/animal.

Nuamero de animales: n = 15 por grupo de suero, n =5 controles sanos
**p<0,01 (prueba de Kolmogorow-Smirnow) frente a control de suero

13



ES 2332355 T3

.5

IOH-prolina

ﬂ
Q

W
(=}

~
wn

N
©

X x
MW

(=4 —
(5 I
+ }

]

A
(=]

mg de OH-prolina/g de higado (seco)
i

Morfometria

’

8'0.4-
7,04 ]
@ 6.0+
5201
4,04
o)
X 3,04[‘ P
20+ Y T
1.0

9 B3

Sin Control Suero + Suero +
1,5x10e5 5,0x10e5

Suero de suero 1o animal  TCIDgyanimal

Efecto de PPVO NZ2 sobre la fibrosis hepatica inducida por suero de
cerdo.

Numero de animales: n = 15 por grupo de suero, n =5 controles sanos
***p<0,01 (prueba de Kolmogorow-Smirnow) frente a control de suero

14



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

