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Nombre: Ernilio FERRERO 

DirecciOn: Carrera 40 No. 72-35 

Telefono: 3473611 
E-mail: cavelier@cavelier.com 
Fax: 2179211 
Dornicilio: Bogota, Colombia 
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C.E. 0 otro 0 

Nümero: 438.019 1P31.929 

9 Clasificacion Internacional (51) A61  031/715 

Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha 

SI NO 0 JP. 29dejuniode 

Pam publicar a partir de la fecha de la presente soilcitud a los 
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ANEXOS 

Comprobante de pago de la tasa de presentación de Ia soheitud $ 378.000.00 

Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente de palabras en la publicaciOn 

Comprobante de pago por reivindicaciOn de prioridad $ 106.000.00 

Certificado de existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica 

Poderes, si fuere el caso 

Copia certificada de la primera solicitud, si se reivindica prioridad 

TraducciOn Simple de la primera sohcitud, si se reivindica prioridad 

Documento de cesiOn del inventor al solicitante o a su causante 

DescripciOn de la invencion 

Una 0 mÆs reivindicaciones 

Dibujos yio pianos necesarios 

De ser el caso, copia del contrato de acceso 

De ser el caso, documento que acredite la licencia 0 autorizaciôn de uso de conocimientos tradicionales 

de ]as comunidades indigenas 

De ser el caso, certificado de deposito del material biolOgico 

Arta final 12 x 12. 

FIGURA CARACTERISTICA: 



CAVEL1ER - * A!3OGADOS 
EDWIcIO SISKI 

CARRERA4’tl’72-3S 

OGOL&, S -cOL0MStA 

- REPRESENTACION V PODER 

Nos.01084567; 01084568; 010845 
nor el presente nombratnos a CEF 
tONZALO PERPOMO tpa. 831 
31929; y WZ CLBMENOA DE PA 
en in C’arrera 4’ W 72-35, BogotÆ, C 
to dispuesto en of parâgrafo 10 del 
Comercia, el primero coma prix 
suptentes, en su Orden, coma ntis 
todos los asuntas de propledad t 

to 

For pateS utility models, industrial desiI2, 
tnciejnaths, commercial names, trade er-’4ems, 
SOflS 

P814 patentes, nwdeios de utilidad, diseuios 
industriales, mars de fÆbrica, nonthres 
cosnerciales, ensetias, lemas comerciales. 

REPRESENTATION AND 
POWER OF ATTORNEY 

I (we), the undersigned/Yo (nosotros), abaja firmado (s) 

SANKYO COMPANY, LIMITED 

of/domldillado (s) en 5-1. 3-chome, 

tos cloning coma 
representantes en 
con faculiad pan 

recibir notiticactones y nombrar apoderados 111diCiftleS a 
extrajudiclales. El primer representante suplente reemplazarÆ al 
principal en caso de ausencla a Impedimenta temporal a 
clefinitivo tie spieL La misma regla Be apilcarÆ cuando of 
segundo representante suplente haya de reemplazar at prirnero, 
o el tercero at segundo. En tales casos, of representante 
princIpal, o el primero, a segundo suplente, en su caso, a ambos, 
declarathn su htenclón de no ejercer in representaci6n 
medlante declaraclón autenticada For Notarlo PilbIlco on 
Colombia, a par Notailo ii otto Funclonarlo PilbIlco, a Consul 
de Colombia, en of extranjero; y si Se tratare tie impedimenta, 
con of certificado respectivo. Si alguno de los notnbrados Inflame 
demuiltivaniente, of siguleate tomath su lugar. Cuanda cesare La 
ausenda a Inipedlmento del representarite principal, a do Sn 
priniero a segundo sitplentes,

 on
su caso, podran efercer ía 

representaciOn, en su orden, uno U otros Begun el caso, 
asumnlØndola par el solo hecho de ejercerla, cesando en ese 
momentti el ejerciclo tIe Ia representaclón par at 

 

prim
 

ero, 
segundo otercer suplente en Eu cn$0. 

AdemÆs, - confiero (conferimos) poder a los abogados arriba 
nombraclos, para obtener Is protecdOn tie ml (nuestra) 
propledad Industrial y contra In competencia desleal, a cuyo 
e fecto autorizo (amos) a jog dichos apodemados Para que ate 
(nos) representen ante cualesqulera entidades a personas, 
ejerzin a no juilsdiccldn, especialmente ante Ins del orden 
admintstmativo, contencioso-administrativo y judicial, asi coma 

itios tribunales de arbltraniento, on todo lo concei-nlente a Jos 
sigulentes asuntas: a) QbtenclOn de patentee de invenciOn, 
modelos de utilldad, y clisenas Industriales; of registro tie 
mamas de fabrics, colectivas, defensivas, do serviclo, lemas 
comerdales, nornbres comerciaies, enseitas, variedades 
vegetates y denominaciones do origen; su renovacicSn, traspaso, 
camblo de nombre o domicilla, cancetaclOn voluntaria y of 
registro tIe licencies do uso tie esos derechos; b) Las acciones tie 
comnpetencia desteal, protecciOn clot caasumldor, opastclones U 
obser-vaciones, cancelaclon administrativa y judicial, nulidad, 
medidas cautelares, concesiOn tie licencias, Ia tutela, Is 
protecciOn tIe secretes industriales, y en general los juicios 
’civiles, penales, administrativos a contencioso-adininistmativos 
relacionados con estos derechos; acclones y procesos que 
pramovamos o Se nos promnuevan. I paraque en todos Los 
asuntos arriba deteratinados, puedan sustituir este mandato, 
transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, deslsth, 
canceFar, recibir, renunclar, y ratificar Los actos tie agentes 
oflciosos. 

hereby ratify the 
ui1io FetrerołnO 

CAVELIER, tpa. 832; CONZALO PERDOMO, tpa:-531; EMILIO 
FERRERO, tpa. 31929; and LLJZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpn. 
2355$; domiciled at Carrera 4’ No 72-35, Sagat4, Colombia, the 
first as principal and the others as alternates, in the order of 
their appointment, as our representatives for all industrial 
property matters with faculty to receive notifications and to 
appoint attorneys In and out of Court The first alternate shall 
replace the principal lit case of his absence or of temporal or 
definitive Impediment. The same rule will apply when the 
second alternate representative is to replace the first one, or 
when the third Is to replace the first or second alternates in their 
turn, or both of them, second. In such cases, theprincipal 
representative, or the first or second alternates in their turn, or 
both of them, shall state their intention not to act as 
representatives through a declaration given before a Notary 
Public in Colombia, or-before a Notary or another Public Official 
or a Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the 
appropriate certificate shall suffice. If any of the appointees 
were to be definitely absent, the following alternate shall take 
his place. When the absence or Impediment of the principal 
representative, or of the first or second alternate in their turn 
ceases, the representation can be taken again in their sequence, 
by the principal, the first or second alternate depending on case, 
and the mere fact or its exercise will suffice. The exercise of the 
representation by the first, second or third alternates in their 
turn shall end at such time. 

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the 
above-named attorneys-at-law so that they may obtain the 
protection of my (our) industrial property and against the 
unfair competition, for which purpose I (we) authorize the said 
attorneys to represent me (us) before any authorities or persons, 
with or without jurisdiction, specially those administrative, 
administrative contentious and judicial, as well as before 
Arbitration Court, in all matters concerning the followin a) 
Obtainment of patents, utility models and industrial designs; 
the registration of trademarks, collective, defensive and service 
marks, slogans, commercial names, trade emblems, vegetal 
varieties and denominations of origin; its renewal, assignment, 
change of name or domicile, voluntary cancellation; and the 
regisiration of licenses of use of the above rights; b) Actions of 
unfair competition, protection to the consumer, oppositions or 
observations, administrative or Court cancellation, nullity, 
Infringement, grantln& of licenses, the action for writ 
mandamus, the protection of trade secrets, and In general the 
civil, penal, and administrative suits reiatin to those rights; 
actions and suits institued by me (us) or against me (us). And 
that in all the above matters they may substitute this Power of 
Attorney, compromise, conciliate, admit the facts of the case, 
desist, cancel, roftveWfRhyIf acts done by 
representativeswftwoM 

DIE 
POtocopia COlt4c,D CONSTAR Out LA 

*.OUR HIktN,flOA!LA $0mNAL4 
Given and signed this/Dado y flrmado h9y 

in/en 

' CAVITIJER ABOCADOS 
Wi’i’OUEI&E- I (MINIJrA No 12,1.1.7 5) 

Tetsuo Takato 
Reprsentative 

JUN 2002 



LUGALiZACIOI1 LEGALIZATION 
 

El Setior COnsul 02 Colombia debe expedir in cr.rtifkado The Colomb!A Consul mhst Issue Cl co4U1+J 
the coptyr 

consular sobre (I) I exfstelicia legal de In comp (fin q’.Z. otora the legal exjsteuce of 
(3) las Power-of-Attorney, (2) that it 

l 

IaFnttu 
el porter, (2) que 
personas pie otorg 

lea 

Ia ejerce so objeto social, 
i el poder estifti autorizada 
tarnos muestren al Se 

y 

pie 
para dark,. A company purposes, and (3) that me p$rsor 
or C6nsuI las Power of Attorney Is notarized toith’ 4. Tc 

sate efecto seli 
pruebas que acredit 

que 
esos hechus (1), (2) 

y 

(3). show the Consul the evidence to Vi the 
and(S). I 

RV 
P.M° W3T*s0 EflO IS) DELN flo;ot M4g0 CONStAR *rTocoI* CO, sc; Co"  

EL’AP110 ia Sir frNioo * LA V137 

MN 
-1

 :\r 2GJUN 200VI  
- 

PA 

t4OTA PARA E4 SENOR CONSUL iDE +LOMBIA: Segthi los artIculos 65 del C. de r1.C. fr 45O

 

dl C. 

si el poderdanle es U111sociedad, el eftor Consul debe certificar que tuvo a in t4 las frqeb 

existencia, que ejerce sit objetu sociaiy que quien confiere el poder es su represetane. 
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Registration No 1021 of 2001 

NOTARIAL CERTIFICATE 

This is to certify that Tetsuo TAKATO who is Representative 

Director and President of SANKYO COMPANY, -LIMITED, a corporation 

duly organized and existing under the Laws of Japan, located 

at 5-1, 3-chome, .Nihonbashi-honcho, Chuo-ku, Tokyo, Japan and 

who is authorized to sign the attached document, has 

acknowledged himself that signature on the foregoing document 

is his own. 

Dated on this 4th day of October, 2001. 

Notary: MOTOFIARIJ FURUKAWA 

NOT 
OUEqqp 

LA 
vp 

26 JUN 2002 



CONO HOTARIO InTO (t) C 
DE S000tA, HAGO CONS1 
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CERTIFICATE 

This is to certify that the signature affixed above has been provided 

by Notary, duly authorized by the Tokyo Legal Affairs Bureau and that 

the Official Seal appearing on the same is genuine. .. 

DE 

Date 4th October, 2001 

Director of the Tokyo 



Certified 

6. 4th October, 2001 

Affairs 

2. 

3. 

4. 1 

APOSTILLE 

Dli tie La Haye du 5 octobre 1961) 

otintry: JAPAN 

’his public document 

as been signed by Toshiaki HOUrnM 

eting in the capacity of Director of the Tokyo Legal Affairs 

ears the seal/stamp Of 

5. a Tokyo 

7. the MinistryofFo 

S. 0 - N2 02563 

9. /stamp: 

FOR 

<2> 
EXT (E)C 

* 0 N;i 
P1* IDE ON 
Ut - NIDO*I.A 

JUN 
lv 

10. Signature: 

Takeshi MOCHIZULG 





TRADUCCION OFICIAL No. 12.10/01 realizada par Diego Vargas, 

Traductor Oficial, Resolución No. 0001 de 1999 del Ministerio de 

Justicia y registrado ante el Ministerlo de Relaciones Exteriores 

de Colombia. 

A continuaciön se traducen los cellos y legalizaciones de un 

documento de escrito en inglØs y espaæol par media del cual 

SANKYO COMPANY, LIMITED domiciliado en el 5-1, 3-chome, 

Nihonbash–-honcho, Chuo-ku, Tokio, Japón por el presente ratifica 

las solicitudes de registro do marca Nos. 01084567; 10184568; 

01084570; 01084571; 01084572; 01084574; presentadas par el Dr. 

Emilio Ferrero el 03 de octubre de 2001. 

Y adicionalmente otorga derechos de Repre sent aciôn y Poder a los 

Doctores GERMAN CAVELIER, tpa. 832; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; 

EMILIO FERRERO, tpa. 31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555. 

Dada y firmado hoy  

S 
4 de octubre de 2001 

En Tokio, Japón 
iOTAR$O SEXtA (* Ott 

oil. on, HAO tossnt., 
POTOC PIA COINCIDS tZOH ItO 

Lo’ VA 

c. 

Director Financi era 26 JUN 2002 
Firma Tetsuo Takato 

Director y Presidente YA NOTARIO.E) � 

(Anexo) 

Registro No. 1021 de 2001 

CERTI Fl CADO NOTARIAL 

El presente es para certificar que Tetsuo TAKATO, quien 

es Director y Presidente Representativo de SANKYO COMPANY, 

LIMITED, una corporaciOn debidamente constituida y existente de 

1 



HA 
acuerdo a las Leyes de Japón, ubicada en el 5-1, 3-chome, 

Nihonbashi-honcho, Chuo-ku, Tokio, Japón y quien estÆ autorizado 

a firmar el adj unto documento, ha reconocido Øl mismo que la 

firma en el anterior documento es la suya. 

Fechado hoy 4 de octubre de 2001. 

Firma ilegible 

Notario: MOTOHABU FURUICAWA 

dficina de Asuntos Legales de Tc 

OFICINA NOTARIAL 
5-2-1, Kojimachi, Chiyoda-ku, 
-... Tokio, Japón 

Sellos rojos cuadrados en la parte superior asi como al lado de 

la firma anterior. 

LA CAMARA DE COMERCIO E INDUSTRIA DE TOKIO 
3-2-2 rThRUbTOUcHI, cHIYODA-RU, TOKIO 100-0005, ThPON TEL:81-3-3283-7610 FAX:81-3-3201-6265 

S 
Octubre 4 de 2001 

A quien pueda interesar: 

Certificado 

ID SEXTO (E) DEL CIRCULI 
RAGOtONSTAR DUE LA 
)INCIOE CON ELPRIGINAI 
TENIDO A LA VISTA 

JUN 2002 

E A 2, A 

Po’r el presente certificamos que la compia mncionada a 

continuación fue constituida de acuerdo a la Ley Comercial 

Japonesa. 

Nornbre de la compafila: SANKYO COMPANY, LIMITED 



Domicilio: 5-1, Nihonbashi-honcho 3-chome, Chuo-ku, Tokio 

Fecha de Constitución: 1 de Marzo de 1913 

La CÆmara de Comercio e Industria de Tokio 

PilTina Ilegible 

Hiroyuki Amaya 

4Subdirector 

Sello: LA CAMARA DE CONERCIO DE TOiClO 

BO 643 02 

Aparece un anexo en japonØs con el nürnero 1021 en la parte 

superior y con varios sellos cuadrados en tinta roja en todo el 

documento. En la parte inferior aparece texto en inglØs: 

SCERTIFICADO 

El presente es para certificar gue la firma colocada 

anteriormente ha sido otorgada por un 

autorizado por la Of icina de Asuntos 

Sello O.ficial que aparece en el mismo es 

Fecha: 4 de octubre de 2001 

Toshiaki HOUKIN 

Director de la Of icina de 

APOSTILLA 

(Convention de La Haye du 5 octubre 1961) 

1. Pals: JAPÔN 

3 
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3 

4 

67 

Este documento püblico 

ha sido firmado por Toshiaki NOUKIN 

actuando en capacidad de Director de la Of icina de Asuntos 

Legales de Tokio 

lieva el sello/estampilla de 

CERTIFICADO 

en Tokio 6. El 4 de octubre de 2001 

7. por el Ministerio de Relaciones Exteriores 

-n -’ 
8. O1 - No. 021563 - :1 

9. Sello/eatampilla 

m 
I.. 
S a * � 

44 
o 

S 

10 Firma 

.4 

I’S.> �J._ 

Firma :. 
I_fl 

Takeshi MOCHIZUKI 

Pr el. tto 

COMO NOTRIO UO E DEL CIRCIflQI 
j DE BOGOTA, "AGO CONSTAR DUE LA iA�  

POTOCOPIA COINCIDE CON ELQRIGINAL. 
n Icrno ALA VISTA 

Es traducciôn fiel y completa de ci.g1Jg 20D? cb.a en esta 
of icina para su confrontación.  ., t 

PABLO .tNL’EZ EARAJAS NITARIOcE, 

!COLO 01579-701-005-3 /DVZ/ID-274...37a5.V7 

2z% 

EGO F. VARE3AS L 

CTOR. E INTERPRETE OFtCIAL 

FJOL- INGLES - INGLES . ESPAflOL 

RES, 0001 DE ENERO 4 DE 1999 

MINISTERIO DE JUSTtCIA 

El 
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CAVELIER 
ABOGADOS 
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WEB SITE: www.cavelier-abogados.com 
E-MAIL: cavelier@colomsat.flet.co 

EDIFICIO 5151<1 

CARRERA 4 No. 72-35 
BOGOTA 8, COLOMBIA 

Seæora Jefe de la 

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES 

Superintendencia de Industria y Comercio 

E. S. .
 
D. 

Poderdante: SMfl(YO COMPANY, LIMITED 

Poder conferido el: 04-10-2001 

TELEFONO: (57)(1) 347-3611 
TELEFAX:(57)(1)217-9211 57)(1)310-4995 

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando�:e.htdi’ calidad de apoderado 

principal del poderdante arribi mencionado, atentamente 

manifiesto a Usted que -sustituyo el poder que me ha sido 

conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Ahogado con 

Tarjeta profesional
 

No  31.929, cont’tddas las facultades que me 

fueron conferidas.  

Hago la anterior sustitución Łoriforwe al 
QUE E ThNIDOA LA VISTA 

de Procedimiento Civil ’ya que los otros sustitb�’aitau ri esEe 

momento. :’ 26 JUN 2002 
’. �(�: 

Sefiora Jefe, 

GERMAN CAVEL: 

T.P.A. No. 8 

No. 2.877.924 

Ace  

EF4ILIO FERRERO 

T.P.A. No 31.929 

C.C. No. 438.019 de tjsaquØn 

2e-780-2 

NIT. 860.041.367-3 

rLO Mi 
NO 
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COMPLEJO QUE COMPRENDE FACTOR INHIBIDOR DE 

OSTEOCLASTOGENESIS Y POLISACARIDO 

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION 

La presente invención se refiere a un complejo que comprende 

por lo menos un factor inhibidor de osteoclastogOnesis (referido en lo sucesivo 

como OCIF), 0 un analogo del mismo o una variante del mismo, y por lo 

menos un polisacÆrido o un derivado del mismo, a un mOtodo para producir 

10 dicho complejo, a un medicamento para tratar o prevenir enfermedades 

* metabOlicas Oseas que comprenden el complejo como ingrediente activo, y al 

uso de dicho complejo para tratar o prevenir enfermedades metabolicas 

Oseas. 

15 ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

Los huesos contienen aproximadamente 99% del calcio total 

presente en el cuerpo vivo, y desempenan por lo tanto una función importante 

no sOlo en el soporte del cuerpo, sino funcionando tambiØn como el Organo do 

20 almacenamiento mÆs grande do calcio en el cuerpo. Los huesos desempenan 

una funciOn importante en el mantenimiento de la homeostasis del calcio. Se 

sabe que Ia activaciOn de osteoclastos, la cual desempena una funciOn 

importante en la resorción Osea, caUsa flujo excesivo de calcio en la sangre 

desde los huesos para interrumpir Ia homeostasis de calcio en Ia sangre, 

25 induciendo de esta manera hipercalcemia. Esta inducciOn do hipercalcemia 

por la activación de osteoclastos y promoción de resorción Osea, puede ser 

causada por citocinas que se secretan anormalmente como resultado de Ia 

diseminaciOn de cancer hacia el hueso [vease, por ejemplo, Jean-Jacques 



2 

Body, Current and Future Directions in Medical Therapy: Hypercalcemia, 

CANCER Supplement, 88(12), 3054-3058 (2000)]. El pronOstico para 

pacientes que sufren de hipercalcemia cancerosa es por to general pobre, y 

es por lo tanto altamente deseable encontrar un tratamiento efectivo para esta 

5 condición. 

En reumatismo tat como artritis reumatoide y similares u 

osteoartritis, se sabe que la formaciOn anormal o activaciÆn anormal de los 

osteoclastos es una de (as causas principales de varios de los siritomas que 

se preseritan en los huesos y articulaciones de pacientes que sufren de estas 

10 condiciones [vØase, par ejemplo, E. Romas, M. T. Gillespie y T. J. Martin, 

Involvement of Receptor Activator of NF-KB Ligand and Tumor Necrosis 

Factor-a in Bone Destruction in Rheumatoid Arthritis, Bone, 30(2), 340-346 

(2002)]. El dolor en las articulaciones y huesos debido a reumatismo tal como 

artritis reumatoide y osteoartritis, es extremadamente intenso, y es seriamente 

15 perjudicial para la calidad de vida de los pacientes que sufren de estas 

funciones. De nuevo, es par to tanto altamente deseable encoritrar un 

tratamiento efectivo para estas condiciones. 

Los osteoclastos son tambiØn conocidos por desempenar una 

funcion en la osteoporosis. El balance de Ia resorciôn ósea promovida por los 

20 osteoclastos y la formación de hueso promovida por los osteoblastos, se 

inclina gradualmente hacia Ia resorciOn ósea debida a la secreciOn reducida 

de hormonas femeninas despues de la menopausia o debida al 

envejecimiento, coma resuttado de lo cuat Ia densidad Osea disminuye y se 

produce osteoporosis si esta reducción en la  densidad Osea es 

25 suficientemente severa. Cuando pacientes de edad avanzada con un alto 

riesgo de osteoporosis sufren una fractura, la posibilidad de que queden 

postrados en eama es alta, y este se ha vuelto un problema social coma 

resultado de la población de edad cada vez mÆs avanzada en todas partes del 
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mundo [vØase, por ejemplo, Bruno Fautrel y Francis Guillemin, Cost of ilines 

studies in rheumatic diseases, Current Opinion in Rheumatology, 14, 121-126 

(2002)]. Por lo tanto, se ha buscado agudamente un medlo efectivo para tratar 

0 prevenir la osteoporosis. 

5 Los tratamientos convencionales para estas condiciones incluyen 

la complementaciÆn de hormonas tales como estrógeno, y el uso de agentes 

que suprimen (a actividad de los osteoclastos, tales como los bisfosfonatos o 

las calcitoninas [vease, por ejemplo, Mohammad M. lqbal y Tanveer Sobhan, 

Osteoporosis: A Review, Missouri Medicine, 99(1), 19-23 (2002)]. Sin 

10 embargo, las hormonas pueden tener efectos secundarios no deseables tales 

como el riesgo elevado de oncogOnesis, la inducciôn de endometriosis y Ia 

hemorragia anormal de genitales [vØase, por ejemplo, Joyce Penrose White y 

Judith S. Schilling, Postmenopausal Hormone Replacement: Historical 

Perspectives and Current Concerns, Clinical Excellence for Nurse 

15 Practitioners, 4(5), 277-285 (2000)]. Aunque se sabe que los bisfosfonatos se 

unen facilmente al exceso de calcio en la sangre y se acumulan en el hueso, 

algunos investigadores dudan que el grado de resistencia del hueso se pueda 

4 mejorar de esta manera. Ademªs, se ha reportado tambien que existe riesgo 

de funciÆn renal deteriorada asociada con su uso [vease, por ejemplo, 

20 Jonathan R. Green, Yves Seltenmeyer, Knut A. Jaeggi y Leo Wildler, Renal 

Tolerability Profile of Novel, Potent Bisphosphonates in Two Short-Term Rat 

Model, Pharmacology and Toxicology, 80, 225-230 (1997)]. Como para la 

calcitonina, el incremento en la densidad ósea obtenido con su uso es, 

desafortunadamente, transitorio. Se ha reportado tambiØn que la interrupciôn 

25 de la administraciOn de calcitonina puede causar regresiOn de la condiciOn 

que estÆ siendo tratada, mientras que la eficacia de las calcitoninas que se 

originan de animales diferentes de humanos, se puede reducir despuOs de 

tratamiento prolongado como resultado de la apariciOn de anticuerpos 
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circulantes para la calcitonina en el cuerpo humano [S. L. Porcel, J. A. 

Cumplido, B. dela Hoz, M Cuevas y E. Losada, Anaphylaxis to calcitonin, 

Auergologia et Immunopathologia, 28(4), 243-245 (2000)]. 

Como se explicO anteriormente, los osteoclastos desempeæan 

5 una función importante en la promoción de  la resorción Osea que es un factor 

importante que determina el incremento de la concentraciÆn de calcio en la 

sangre. Sin embargo, se piensa que ninguno de los medicamentos existentes 

mencionados anteriormente tiene actividad para suprimir Ia forniaciOn de 

osteoclastos. Por consiguierite, ninguno de estos medicamentos 

10 convencionales es adecuado para el tratamiento fundamental de las 

enfermedades metabolicas Oseas, ya que solo son capaces de manejar los 

sIntomas, mÆs que dirigir las causas. 

Ws recientemente, se ha demostrado que el OCIF es una 

proteina endogena que inhibe la diferenciacion de una cØlula precursora de 

15 osteoclastos a tin osteoclasto y/o la actividad de resorción Osea del 

osteoclasto maduro (vease los documentos WO-A-96/26217 y EP-A-

0816380). El OCIF es conocido tambien como osteoprotegerina (vØase el 

documento WO-A-97123614). En vista del hecho de que las enfermedades 

metabalicas Oseas mencionadas anteriormente tales como hipercalcemia, 

20 osteoporosis y artritis reumatoide resultan por lo menos hasta cierto grado de 

la resorción Osea, se abrigó la  esperanza de que estas enfermedades se 

pudieran tratar con Øxito usando el OCIF debido a su capacidad para suprimir 

la formaciOn del osteoclasto mismo, y/o para suprimir la actividad de resorciOn 

Osea del osteoclasto maduro. Sin embargo, el OCIF es una proteina bÆsica 

25 que tiene un punto isoelØctrico de alrededor de 9, y desaparece muy 

rapidamente de la corriente sanguinea despuØs de su administraciOn. Un 

intento para dirigir este problema, se describe en los documentos WO-A-

2000124416 y EP-A-1127578, en donde se prolongo hasta cierto grado el 
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tiempo en que el OCIF permanece en la sangre despuØs de su administraciOn 

(y por to tanto el efecto del OCIF), coadministrando el OCIF con un 

polisacÆrido tal como heparina o sulfato de dextrÆn. Sin embargo, la 

prolongación del tiempo de retención logrado como resuttado, puede no ser 

5 suficiente para dar Ia clase de retención prolongada del OCIF en Ia sangre 

que Ia haria tin candidato genuino para su uso en el tratamiento de 

enfermedades metabOlicas óseas tales como hipercalcemia, osteoporosis y 

reumatismo. Par lo tanto, existe Ia necesidad de medics mejorados para 

prolongar et tiempo en que el OCIF es retenido en la corriente sanguinea 

10 despuOs de su administración. 

S 
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION 

Es por to tanto un objetivo de la presente invenciOn, proveer una 

15 preparación que comprenda OCIF que permita prolongar el tiempo en que el 

OCIF es retenido en la corriente sanguinea despuOs de su administración, 

proveyendo de esta manera un agente en eI cual se mejore y prolorigue el 

efecto del OCIF en el tratamiento y profilaxis de enfermedades metabólicas 

ôseas que son mediadas por osteoclastos, tales como hipercatcemia, 

20 osteoporosis y reumatismo. 

Otros objetivos y ventajas de la presente invenciôn, serÆn 

evidentes conforme avance la descripciOn. 

De esta manera, la presente invenciOn provee un complejo que 

comprende por to menos una sustancia seteccionada del grupo que consiste 

25 de OCIF, analogos del mismo y variantes del mismo, el cual se tine a por to 

menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste de polisacØridos y 

derivados de los mismos. 

La presente invenciôn provee tambiOn tin mOtodo para prolongar 



el tiempo en que el OCIF 0 un analogo a variante del mismo, es retenido en la 

corriente sanguInea despuOs de su administracion a un paciente, combinando 

par Ia menos uno de dicho OCIF, dicho anØlogo del mismo a dicha variante 

del mismo, con par Ia menos un polisacÆrido a una variante del mismo. 

5 La presente invención provee tambiØn una composición 

farmacØutica que comprende una cantidad efectiva do un agente 

farmacolOgicamente activo junto con un vehIculo a diluyente para el mismo, 

en donde dicho agente farmacologicamente activo es un complejo que 

comprende por Ia menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste 

10 de OCIF, anÆlagos del mismo y variantes del mismo, el cual se une a par 10 

I
 

menos una sustancia seleccionada del grupo quo consiste de polisacÆridos y 

derivadas de los mismos. En particular, provee dicha compasición 

farmacOutica para el tratamiento a profilaxis de enfermedades metabólicas 

Oseas. 

15 La presente invención provee tamblØn un mØtodo para el 

tratamiento a profilaxis de enfermedades metabOlicas Oseas en un paciente, el 

cual comprende administrar a dicho paciente, una cantidad efectiva de un 

complejo que comprende par Ia menos una sustancia seleccionada del grupo 

que consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo, el cual se 

20 une a por lo menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste de 

polisacÆridos, y derivados de los mismos. 

La presente invención provee tamblØn el usa do un complejo que 

comprende par Ia menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste 

de 0GW, anÆlogos del mismo y variantes del mismo, el cual se une a par Ia 

25 menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste de polisacÆridos y 

derivadas de los mismos, en la fabricaciOn de un medicamenta para Ia 

profilaxis a el tratamiento de enfermedades metabOlicas óseas. 
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

Se ha encontrado que incubando por Ia menos una sustancia 

seleccionada do OCIF, anÆlogos y variantes del mismo, con por to menos una 

5 sustancia seleccionada de polisacÆridos y derivados de los mismos, baja 

condiciones que den coma resultado la formaciôn de un complejo en el cual 

dichas una o mÆs sustancias seleccionadas de OCIF, anÆlagos y variantes del 

mismo, se unen a dicha sustancia (par Ia menos una) seleccionada de 

polisacaridos y derivadas de los mismos, so produce de esta manera un 

10 agente en el cual se mejora y so prolonga el efecto do dicha OCIF a anÆlago o 

variante del mismo, en el tratamiento y profilaxis de enfermedades 

metabOiicas Æseas quo son mediadas por osteoclastos, tales coma 

hipercalcemia, osteoporosis y reumatismo. Esta se debe al hecho de quo se 

prolonga el tiempo en que dicha OCIF a anÆlogo o variante del mismo es 

15 retenido en la carriente sanguinea despuØs de su administración, en 

comparaciOn con las combinaciones de OCIF y palisacÆridos de la tØcnica 

anterior descritas en los documentas WO-A-2000/24416 y EP-A-1 127578. 

Coma so mencianó anteriormonte, los camplejas de Ia presente 

invención comprenden por Ia menos una sustancia seleccionada de OCIF, 

20 anªlogos y variantes del mismo, que se unen a par to menos una sustancia 

seleccionada do polisacàridos y derivadas de los mismos. En dicho compleja, 

el OCIF y el palisacÆrido se unen entre 51 mediante un enlace quimico tal 

coma un enlace cavalente (par ejempla, forrnación do base de Schiff), un 

enlace iOnico a un enlace coardinada, a mediante un enlace no quImica tal 

25 como una interacciôn hidrofóbica, un enlace de hidrOgeno, una interacciOn 

electrostÆtica a uniÆn par afinidad. 

El OCIF, un anÆloga del mismo a una variante del mismo que se 

usa en la presente invención, puede ser de tipa natural o puede ser do tipo 
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recombinante, y su origen no es particularmente limitado. El OCIF de tipo 

natural significa OCIF que se obtiene como una proteina producida en forma 

natural mediante extracciOn, purificaciOn y/o aislamiento de un Organo, un 

fluido corporal, un cultivo de cØlulas o un medio de cultivo derivado de un 

5 humano o animal no humano. El OCIF de tipo recombinante, un anÆlogo del 

mismo o una variante del mismo, es una proteina recombinante obtenida 

mediante extracciOn, purificación y/o aislamiento de dicha proteina de un 

haspedero usado convencionalmente en dichas tOcnicas, tal como una cØlula 

hospedera procariótica (por ejemplo, E.scherichia cob) o una cOlula eucariOtica 
In 

10 tal como una lInea de cØlulas humanas o no humanas que ha sido 

* transformada con un vector que comprende un polinucleOtido que codifica 

para un OCIF, un anØlogo del mismo o una variante del mismo [vØase, por 

ejemplo, los metodos recombinantes descritos en los documentos EP-A-

0816380 (WO-A-96/26217) y WO-A-97/23614]. 

15 El origen del OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo 

que se usan en la presente invenciOn, no es particularmente limitado, y se 

pueden derivar de un humano o un animal no humano. De preferencia, se 

pueden derivar de un mamifero tal como un humano, rata, ratón, conejo, 

perro, gato, vaca, cerdo, oveja o cabra; o un ave tal como un ave de corral, 

20 ganso, polio o pavo. MÆs preferiblemente, se derivan de mamiferos, y muy 

preferiblemente, se derivan de humano. 

El OCIF o arialogo del mismo que se usa en la presente 

invencion, puede ser un OCIF de tipo monômero (par ejemplo, en humanos, 

un monOmero que tiene un peso molecular, medido mediante SDS-PAGE bajo 

25 candiciones no reductoras, de aproximadamente 60000) o de tipo dimero (por 

ejemplo, en humanos, un dimero que tiene un peso molecular de 

aproximadamente 120000, medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no 

reductoras) [vease el documento EP-A-0816380 (WO-A-96/26217)]. 



Se sabe que el OCIF es traducido en [as cOlulas como un 

polipOptido que contiene un pOptido de senal en el amino-terminal del mismo, 

y que es madurado entonces mediante procesamiento que implica la remoción 

de dicho pØptido de seæal [vØase, por ejemplo, los mOtodos recombinantes 

5 descritos en los documentos EP-A-0816380 (WO-A-96/26217) y WO-A-

97/23614]. El OCIF, anÆlogo del mismo o variante del mismo que so usa en la 

presente invención, incluye el polipØptido que contiene un pØptido de senal y 

la forma madurada del mismo. Ejemplos preferidos incluyen el OCIF en donde 

el pØptido de seæal tiene los aminoÆcidos �21 a +380 do SEQ. ID. NO. 1 del 

10 listado de secuencias, y el OCIF maduro sin el pØptido de seæal que tiene los 

� aminoªcidos +1 a ’.330 de SEQ. ID. NO. I del listado de secuencias. De 

estos, se preflere en particular el OCIF maduro. 

Se sabe tambiØn que so puede aæadir metionina a dicha forma 

madurada del OCIF, un anÆlogo del mismo o una variante del mismo, cuando 

15 se expresa como una proteina recombinante en una cOlula hospedera, 

especialmente en una cØlula hospedera procariOtica tal como Escherichia coiL 

Esto se logra aæadiendo un triplete de nucleótidos que tenga la secuencia 

ATG (AUG) al extremo 5’ de un polinucleOtido que codifica para una forma 

madurada del OCIF, un anÆlogo del mismo 0 una variante del mismo, e 

20 insertando el polinucleotido resultante en un vector de expresiOn adecuado. La 

proteina madurada deseada que tenga metionina en el amino-terminal de la 

misma, puede ser expresada entonces por una cØlula hospedera adecuada 

que haya sido transformada por dicho vector de expresión recombinante. 

AdemÆs, uno o mÆs aminoÆcidos se pueden aæadir a dicha proteina en una 

25 posiciOn prÆxima a la metionina del amino-terminal, mediante la adición de 

màs tripletes de nucleOtidos cerca del triplete de ATG aæadidos en el extremo 

5’ del polinucleOtido que codifica para una forma madurada del OCIF, un 

analogo del mismo o una variante del mismo. 
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En la presente invenciOn, un anÆlogo de OCIF significa una 

proteina codificada por un polinucleótido que existe naturalmente en las 

celulas, fluido corporal y/u órganos de un humano o un animal no humano 

tales como los ejemplificados anteriormente. Ejempios preferidos especificos 

5 de dichos anÆlogos incluyeri OCIF2, OCIF3, OCIF4 y OCIF5 [vØase el 

documento EP-A-0816380 (W096/26217)]. Dichos anÆtogos de OCIF o 

fragmentos activos del mismo, se pueden obtener mediante un mØtodo tal 

como el siguiente: se extrae ARN de una cØlula, Organo, tejido o fluido 

corporal de un humano o animal no humano; se sintetiza una primera cadena 

10 de ADNc que sea complementaria a dicho ARN usando una transcriptasa 

inversa, y entonces se sintetiza una segunda cadena de dicho ADNc usando 

la primera como molde usando una ADN polimerasa; el ADNc de doble 

cadena obtenido de esta manera, es insertado en un vector de expresiOn 

adecuado usado coruvencionalmente; una cOlula hospedera adecuada usada 

15 convencionalmente es transformada entonces por el vector obtenido de esta 

manera; el hospedero que produce el pØptido deseado se selecciona 

entonces usando una tØcnica de hibridaciOn tat coma hibridaciOn en placa a 

hibridaciOn por fagos usando ADNc de OCIF 0 un fragmento del mismo como 

sonda, bajo condiciones severas [vOase el documento EP-A-0816380 (WO-A-

20 96126217)]; y entonces finalmente et anÆlogo de OCIF deseado es expresado 

mediante una tOcnica convencionat por la cØluta hospedera obtenida de esta 

manera. 

En la presente invenciOn, una variante de OCIF significa una 

proteina que tiene una secuencia de aminoÆcidos en donde uno o mÆs 

25 residuos de aminoÆcido ban sido sustituidos en, deletados (eliminados) de, 

anadidos a, a insertados en, la secuencia de aminoacidos de un OCIF o un 

anÆlogo del mismo, y tiene aCm por lo menos cierta actividad de OCIF. Dichas 

variantes de OCIF se pueden obtener, por ejemplo, mediante el siguiente 
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metodo: sustituyenda, deletando (etiminando), anadiendo y/o insertanda uno o 

mÆs nucteotidos en una secuencia de nucleOtidos que cadifique para OCIF o 

un anÆlogo del mismo, usando un mØtoda de reacciOn en cadena de 

polimerasa (referido en to sucesivo coma PCR), un mOtoda de recombinaciôn 

5 genØtica 0 Ufl mØtada de digestion par nucleasa usanda una exanucleasa o 

endonucteasa tat coma una enzima de restricción; transformanda una cØlula 

hospedera eucariOtica tat coma una cOlula animal o una cØluta hospedera 

procariótica tat coma Eschen’ch!a coil con un vector de expresiOn, en donde el 

nucleOtida obtenida que codifica para la variante de OCIF deseada ha sida 

10 insertada; y entonces extrayendo, purificando y/o aislando el pOptido deseado 

a partir de la fracción que cantiene pratemna producida por un cultiva de 

cØlulas de dicha hospedero transfarmado de acuerdo con un mØtado bien 

canocido par los expertas en ta tØcnica. 

Farmas truncadas de OCIF, en donde una parte considerable de 

15 Ia secuencia de aminoØcidos ha sido eliminada del carbaxi-terminal de un 

palipØptida OCIF, son tambiOn canocidas par mantener par Ia menas cierta 

actividad de OCIF [vOase, por ejemplo, las documentas EP-A0816380 (WO-

A-96/26217) yWO-A-97/23614]. Dichos tipas truncados de OCIF que retienen 

� par to menos cierta actividad del potipØptido OCIF campteto, se incluyen 

20 tamblØn en las variantes de OCIF de la presente invenciÆn. 

Se conace ademÆs el OCIF o una forma truncada del mismo que 

està fusianada con un daminia de inmunoglobulina tal coma el daminio Fc (por 

ejempta, un patipØptido de fusion en et cuat et dominio Fc de lgG humana estÆ 

unido al carbaxi-terminal del OCIF), y el cual retiene par lo menas parte de la 

25 actividad del polipOptida OCIF completa (vease el dacumento WO-A-

97/23614), y dichas prateInas de fusion se incluyen tambiØn en las variantes 

de OCIF de la presente invenciOn. 

Se ha mostrada tambiØn que el OCIF 0 Ufl anÆlogo del mismo a 
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una variante del mismo puede ser modificado quimicamente, y retiene aün 

actividad (WI y, en algunos casos, puede mostrar ventajas tales como 

estabilidad incrementada o inmunogenicidad disminuida. Dicha modiflcación 

quimica puede incluir derivaciOn en solo un sitlo en la molØcula del OCIF 0 un 

5 artÆlogo del mismo a una variante del mismo, a en mÆs de un sitio. Par 

ejemplo, se ha mostrado que el OCIF y variantes (derivados) del mismo, tal 

como una forma truricada, pueden ser modificados quimicamente con UflO a 

mÆs polimeros solubtes en agua tales como polietilenglicol, copolimeros de 

etilenglicollpropilenglicol, carboximetilcelulosa y alcohol polivinIlico y pueden 

10 mostrar, coma resultado, actividad biologica mejorada (vØase, par ejemplo, el 

documento WO-A-97/23614). Dichos tipos de OCIF quImicamente 

modificados, o Lrn anÆlogo de los mismos a una variante de los mismos, se 

incluyen tambiØn en las variantes de OCIF de la presente invenciOn. 

Ejemplos de variantes de OCIF conocidas que son adecuadas 

15 para su usa en la preparación de los comptejos de Ia presente invenciOn, 

incluyen: OCIF-CI9S, OCIF-C20S, OCIF-C21S, OCIF-C22S, OCIF-C23S, 

OCIF-DCR1, OCIF-DCR2, OCIF-DCR3, OCIF-DCR4, OCIF-DDD1, OCIF-

0 DDD2, OCIF-CL, OCIF-CC, OCIF-CDD2, OCIF-CDD1, OCIF-CCR4, OCIF-

� CCR3, OCT F-CBst, OCIF-CSph, OCIF-CBsp, OCIF-CPst [vease el documento 

20 EP-A-0816380 (WO-A-96/26217)], muOPG[22-401 ]-Fc, muOPG[22-1 94]-Fc, 

muOPG[22-1 85]-Fc, muOPG[22-1 80]-Fc, muOPG[22-401], muOPG[22-

401]C1 95, muOPG[22-401]C202, muOPG[22-401 ]C277, muOPG[22-

401]C319, muOPG[22-401]C400, muOPG[22-1 85], muOPG[22-1 94], 

muOPG[22-200], muOPG[22-21 2], muOPG[22-293], muOPG[22-355], 

25 huOPG[22-401 ]-Fc, huOPG[22-201 ]-Fc, huOPG[22-401 ]-Fc P26A, huOPG[22-

401]-Fc Y28F, huOPG[22-40 1], huOPG[27-401]-Fc, huOPG[29-401]-Fc, 

huOPG[32-401]-Fc, muOPG met[22-194], muOPG met[22-194] 5k PEG, 

muOPG met[22-194] 20k PEG, huOPG met[22-194]P25A, huOPG met[22-
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194}P25A 5k PEG, huOPG met[22-194]P25A 20k PEG, huOPG met[22-

194]P25A 31k PEG, huOPG met[22-194}P25A 57k PEG, huOPG met[22-

194]P25A 12 k PEG, huOPG met[22-194]P25A 20k PEG ramificado, huOPG 

met[22-194]P25A Bk PEG dImero, huOPG met[22-194]P25A entrelazamiento 

5 con disulfuro (vease el documento WO-A-97/23614), OPG[22-194]-Fc, 

OPG[22-201]-Fc, OPG[22-194]-Fc A C, OPG[22-201]-Fc A C, OPG[22-194]-

FcG10, metFc A C-OPG[22-194] (vease el documento WO-A-2001/17543), 

OPG[22-194]-Fc A C, OPG[22-194]-FcG10, Fc A C-OPG[22-194], metFc A C-

OPG[22-1941, metFc A C-22-194, OPG[22-194}-Fc, OPG[22-194}-Fc A C, 

10 metOPG[22-194], metOPG[22-201], OPG[22-293], OPG[22-401] y metFc A C-

22-194 (vØase el documento WO-A-2001/18203). 

De estas, ejemplos preferidos incluyen: OCIF-CI9S, OCIF-C20S, 

OCIF-C2IS, OCIF-C22S, OCIF-C23S, OCIF-DCR1, OCIF-DCR2, OCIF-

DCR3, OCIF-DCR4, OCIF-DDD1, OCIF-DDD2, OCIF-CL, OCIF-CC, OCIF-

15 CDD2, OCIF-CDD1, OCIF-CCR4, OCIF-CCR3, OCIF-CBst, OCIF-CSph, 

OCIF-CBsp, OCIF-CPst, muOPG[22-401]-Fc, muOPG[22-1 94J-Fc, 

muOPG[22-1 85]-Fc, muOPG[22-401 ]C1 95, muOPG[22-401]C202, 

muOPG[22-401 ]C31 9, muOPG[22-401 ]C400, muOPG[22-1 94], muOPG[22-

200], muOPG[22-293], muOPG[22-355], huOPG[22-401 ]-Fc, huOPG[22-201]-

20 Fc, huOPG[22-401]-Fc P26A, huOPG[22-401]-Fc ’(28F, huOPG[22-401], 

huOPG[27-401]-Fc, huOPG[29-401]-Fc, huOPG[32-401]-Fc, muOPG met[22-

194]5k PEG, muOPG met[22-194J20 k PEG, huOPG met[22-194JP25A 5k 

PEG, huOPG met[22-194]P25A 20k PEG, huOPG met[22-194]P25A 31k PEG, 

huOPG met[22-194]P25A 57k PEG, huOPG met[22-194]P25A 12k PEG, 

25 huOPG met[22-194]P25A 20k PEG ramificado, huOPG met[22-194]P25A 8k 

PEG dImero, huOPG met[22-194]P25A entrelazamiento con disulfuro, 

OPG[22-194]-Fc, OPG[22-201}-Fc, OPG[22-194]-Fc A C, OPG[22-2011-Fc A 
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C, OPG[22-194]-FcG10, metFc A C-OPG[22-194], OPG[22-194]-Fc A C, 

OPG[22-194]-FcGio, Fc A C-OPG[22-194], motFe A C-OPG[22-194], metFc A 

C-22-194, OPG[22-1 94]-Fe, OPG[22-1 94]-Fc A C, metOPG[22-1 94], 

metOPG[22-201], OPG[22-293J, OPG[22-401] y metFc A C-22-194. 

5 El OCIF 0 Ufl anÆlogo a variante del mismo de la prosento 

invenciOn, puede coritener una cadena do azücar como parte de la molØcula. 

Cualquier OCIF producido en forma natural o un anÆlogo del mismo, u OCIF 

recombinante o analogo o variante del mismo, puede contener una cadena do 

azUcar que so uno al OCIF o anÆlogo o variante del mismo, despuOs de la 

10 traducciOn. El OCIF producido en forma natural, o un anÆlogo del mismo que 

contenga una cadena de azUcar, so puede obtener de cultivos de cØlulas, 

tejidos, Organos, flu idos corporales, a Ilneas de cØlulas derivadas de humanos 

o animales no humanos usando tØcnicas convencionales. OCIF recombinante 

0 Ufl anÆlogo a variante del mismo quo contenga una cadena de azUcar, se 

15 puede obtenor de un cultivo de una cØlula hospedora eucariótica transformada 

usando un vector que compronda una socuencia de nucloôtidos quo codifique 

para cualquior OCIF o un anÆlogo a variante del mismo, tales como los 

* descritos y ejomplificados anteriormento. Ejomplos de cØlulas hospederas 

adecuadas quo se pueden usar y quo son capaces de la modificacion de post-

20 traducciOn do OCIF o un anàlogo o variante del mismo para unir una cadena 

de azUcar, incluyen celulas do ovarlo do hamster chino y cØlulas COS 

[Yasuda, H. et al, Endocrinology, 139, 1329-1337 (1998). El OCIF o tin 

anÆlogo o variante del mismo quo contenga dicha cadena de azUcar, Os 

adocuado para su uso on la formacion do los complejos de la prosente 

25 invonción. 

Si, por otra parte, so desoa producir un OCIF recombinante o un 

anÆlogo a variante del mismo quo no tenga una cadena do azUcar que haya 

sido anadida como una modificaciOn do post-traduccion, entoncos las cØlulas 
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hospederas preferidas son cOlulas procariOticas tales coma Escherichia co/i. 

El polisacÆrido que se usa en Ia formacion de los complejos de la 

presente invención, es un polimero (glucano) producido par el enlace 

glucosidico de dos o mÆs manosacaridas, y es de preferencia un 

5 heteropolisacÆrido (heteraglucana) que consiste de par Ia menos dos tipos 

diferentes de manosacÆrida. Cualquier polisacÆrido, ya sea que ocurra en 

forma natural o sea sintØtico, se puede usar patencialmente en el complejo de 

la presente invención. 

En la presente invención, un derivado de un polisacÆrido es un 

10 polisacÆrida en donde par Jo menos una pade de dicha molOcula de 

polisacÆrido es sustituida par una o mÆs moleculas y/o residuos diferentes de 

un sacÆrido a azUcar. Derivados preferidos incluyen Østeres de Æcido de 

polisacÆridos, y particularmente preferidos son los Østeres de sulfato de 

polisacÆridos. 

15 Ejemplos de polisacaridos naturales adecuadas para su uso en 

la formaciOn de los complejos de la presente invenciOn, incluyen Æcido 

hialurOnico, Æcido condraitinsulfUrico, ªcido de dermatÆn, Æcido de heparitina, 

Æcido de queratÆn, carragenina, pectina y heparina. Ejemplos de palisacÆridos 

sintØticos adecuados para su uso en la formacion de los complejos de la 

20 presente invenciôn incluyen  dextrin, mientras que ejemplos de derivados de 

polisacÆridos sintOticos adecuadas incluyen sulfato de dextrÆn. De los 

polisacÆridos y derivados de los mismos, el mÆs preferido para su uso en Ia 

formaciOn de los complejos de la presente invención, es el sulfato de dextrÆn. 

En Ia presente invenciOn, polisacaridos y derivados de los 

25 mismos tales como el sulfato de dextrÆn, incluyen sales del mismo. La sal mÆs 

preferida del sulfato de dextrÆn, es la sat sódica del mismo. Ejemplos de sales 

sódicas de sulfato de dextrÆn, incluyen sal sódica azufre 5 de sulfato de 

dextrÆn (referida en lo sucesivo como DS5, fabricada par Meito Sangyo Co., 
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Ltd.), y sal sôdica 5000 de sulfato de dextrin y sal sódica 10000 de sulfato de 

dextrin (ambas fabricadas por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). 

El peso molecular dc tin sulfato dc dextran se calcula como 

sigue: 

5 1) Med iciOn del peso molecular del dextrªn 

El peso molecular del dextrÆn se puede calcular de acuerdo con 

la formulación de Sato mostrada a continuaciOn [vØase, por ejemplo, Manual 

for Pharmacopoeia of Japan, treceava revisiOn, publicada por Hirokawashoten 

(1998), la entrada tratando sobre dextrÆn 40], con base en Ia mediciOn de Ia 

* 10 viscosidad limitativa de dicho 

� Viscosidad limitativa = 9.00 x 10-4 x peso molecular 0.50 

2) MediciOn del contenido de azufre 

El contenido de azufre en el sulfato de dextrÆn de interOs, se 

puede medir como un por ciento en peso mediante cualquier tØcnica 

15 convencional conocida en la materia, por ejemplo, el mOtodo descrito en la 

entrada que trata sobre la sal sOdica azufre 5 de sulfato de dextrÆn en la 

Farmacopea de JapOn [catorceava revisiOn, publicada por Jihou (2001)]. 

Aunque el peso molecular de la glucosa, la cual es una unidad 

de dextrÆn, es de 180, el peso molecular real de la unidad de glucosa en una 

20 molOcula de dextrÆn es de 162, este valor siendo obtenido restando el peso 

molecular de agua de 180, debido a que unidades de glucosa adyacentes so 

unen entre 51 mediante un enlace u,-1,6 glucosidico en la molecula de dextrÆn. 

Un Ætomo de hidrOgeno es reemplazado por un grupo sulfato de sodio 

(S03Na: un gramo equivalente = 103) en cada unidad de glucosa de un 

25 sulfato de dextrØn que es sustituido de esta forma. Usando esta iriformaciôn, 

el grado de sustituciOn de una molOcula de sulfato de dextrÆn (referido en lo 

sucesivo como el "grado do sustituciOn") se puede determinar a partir de la 

siguiente formula: 
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Contenido de azufre (% en peso) = [32 x grado de sustitución I 

(162 + 102 x grado de sustituciOn)] x 100. 

3) CÆlcuto del peso molecular de un sulfato de dextrÆn 

Puesto que, como se indicÆ anteriorniente, el peso molecular 

5 real de la unidad de glucosa en la cadena de dextrÆn es de 162, et peso 

molecular de un sulfato de dextrÆn se puede catcular a partir de esta 

inforniación, y se determina at grado de sustituciOn en el iriciso 2) anterior 

usando la siguiente formula: 

Peso molecular de sulfato de dextrÆn = peso molecular de 

* 10 dextrin x (162 + 102 x grado de sustituciOn)I 162. 

S Sc sabe que los polisacâridos exhiben una distribuciOn de pesos 

molecutares, por ejemplo, cada tipo diferente de sulfato de dextrÆn exhibe una 

cierta distribuciOn de peso molecular. El peso molecular de cualquier 

polisacarido que se usa en la formaciOn de los complejos de la presente 

15 invención, se da como un peso molecular promedio. El peso molecular 

promedio de los polisacÆridos que se usan en Ia presente invenciOn, de 

ninguna manera es limitado. La escala del peso molecular promedio del 

derivado de poflsacàrido mªs preferido de la presente invenciOn, sulfato de 

� dextrªn, as porlo general de 1500 a 12000, yes mÆs preferiblemente de 1800 

20 a 6000. El peso molecular (promedio – desviaciOn estandar) de DS5, es de 

aproximadamente 1950 – 70 (n = 7). El grado de sustitución de azufre 

(promedio – desviacion estandar) de DS5, calculado como se describiÆ 

anteriormente, es de aproximadamente 0.32 – 0.01 (n = 7). El peso molecular 

promedio de Ia sal sodica 5000 de sulfato de dextrÆn y de la sal sodica 10000 

25 de sulfato de dextran, es de aproximadamente 5000 y de aproximadamente 

10,000, respectivamente. Los polisacÆridos que se usan en la preparaciOn de 

los complejos de Ia presente invenciOn, se pueden usar con o sin alguna 

purificación y/o fraccionamiento adicional de los mismos, antes de su uso. En 
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la presente invenciôn, los polisacÆridos o derivados do los mismos no incluyen 

ninguna cadena de azUcares quo estØ uriida al OCIF recombinante o analogos 

o variantes del mismos a al OCIF producido naturalmente o anâlogos a 

variantes del mismo posterior a la translación yio en forma endogena en 

5 cØlulas a tejidos o cuerpos de humanos o animales no humanos. 

La relación molecular de la sustancia seleccionada del grupo que 

consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo: la sustancia 

seleccionada del grupo que consiste de polisacÆridos y derivados de los 

mismos en el complejo de la presente invención variarÆ, dependiendo de 

- 10 varios factores que incluyen la identidad de los componentes de dicho 

S complejo y las condiciories baja las cuales se prepara el mismo. No existe 

limitaciOn particular sobre la relaciOn molecular de Ia sustancia seleccionada 

del grupo que consiste do OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo: la 

sustancia seleccionada del grupo que consiste de polisacØridos y derivados 

15 de los mismos en los complejos de Ia presente invención. En los complejos 

preferidos de la presente invenciOn que comprenden una sustancia 

seleccionada del grupo que consiste de OCIF, anâlogos del mismo y variantes 

del mismo y sulfato de dextrin, la relaciOn molecular do dicha sustancia 

5 seleccionada del grupo que consiste do OCIF, analogos del mismo y variantes 

20 del mismo: sulfato de dextrÆn, es de 1:1 a 1:10; mÆs preferiblemente, la 

relaciOn molecular es de 1:1 a 1:8; aCm mÆs preferiblemente, la relacion 

molecular es de 1:1 a 1:5; y muy preferiblemente, Ia relación molecular es de 

1:1.1 a 1:4.5. 

Como ya se mencionô anteriormente, el OCIF o un anÆlogo o 

25 variante del mismo, puede existir como un monOmero a puede formar 

dimeros, do modo que el OCIF a un anÆlogo o variante del mismo presente en 

los complejos de la presente invenciOn, puede ser un homodImero o un 

heterodimero, a puede ser un homooligomero, heterooligOmero, 
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homopolimero o heteropolimero que comprenda mÆs de dos unidades 

monomØricas de 0GW, un anÆlogo del mismo a una variante del mismo 

(vease, por ejemplo, el documento US 6,369,027). La relaciOn molecular de la 

sustancia seleccionada del grupo que consiste de OCIF, anÆlogos del mismo 

5 y variantes del mismo: la sustancia seleccionacla del grupo que consiste de 

polisacaridos y derivados de los mismos en un complejo que comprende OCIF 

o un anâlogo o variante del mismo, y polisacØridos o un derivado de los 

mismos de conformidad con la presente invención, se calcula como el nümero 

de molØculas de polisacarido o derivado del mismo por unidad monomØrica de 

10 OCIF, variante del mismo o anÆlogo del mismo. 

El nUmero de molØculas de polisacÆrido o derivado del mismo en 

un complejo de ía presente invenciOn de preferencia puede determiriarse de la 

manera siguiente. El contenido de azUcar neutral del complejo probado 

[designado como (x)] y el de una muestra de referencia que solo contiene el 

15 OCIF libre que no estÆ en complejo o anÆlogo 0 variante del mismo 

[designado como (y)] se cuantifican utilizando el mØtodo de Æcido fenol 

sulfUrico (el cual se describe con detalle dentro de Ia presente solicitud). La 

cantidad de polisacÆrido o derivado del mismo que estÆ unido a OCIF o un 

anÆlogo o variante del mismo en el complejo probado entonces es determina 

20 sustrayendo (y) de (x). Utilizando la cifra asi obtenida, el nUmero de molØculas 

de polisacÆrido o derivado del mismo que estÆn unidas a OCIF o un anÆlogo o 

variante del mismo se calcula de acuerdo con (I) o (II) a continuación: 

(I) La cifra obtenida para la cantidad de polisacÆrido o derivado 

del mismo que estÆ unido a OCIF 0 un anÆlogo o variante del mismo se divide 

25 ente el peso molecular promedio de dicho polisacarido o derivado del mismo. 

La cifra resultante representa �1 nOmero total de molOculas de polisacÆrido o 

derivado del mismo en el complejo de prueba. 

(II) La cifra obtenida para la cantidad de polisacÆrido o derivado 
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del mismo que estÆ unido a OCIF 0 un anàlogo a variante del mismo se divide 

entre Ia cantidad (mg) de dicho OCIF, anÆlogo o variante del mismo en dicho 

complejo. La cifra resultante, que es la cantidad de polisacªrido o derivado del 

mismo por 1 mg de OCIF, anÆlogo o variante del mismo en el complejo, 

5 entonces se utiliza para calcular el nUmero de molOculas de polisacÆrido o 

derivado del mismo par una molecula de OCIF, anÆlogo o variante del mismo 

sobre la base del peso molecular promedia de dicho polisacÆrido o derivado 

del mismo y el peso molecular de dicho OCIF, anâlogo o variante del mismo 

[por ejemplo, de conformidad con el ejemplo 4(d) mÆs adelante]. 

10 El nUmero de molØculas de OCIF a un anÆlogo a variante del 

mismo en un complejo de la invenciOn de preferencia puede determinarse 

utilizando una tØcnica de ensayo inmunolOgico, tal como se describe dentro de 

Ia presente solicitud. 

UnÆ caracteristica preferida de los complejos de la presente 

15 invenciOn que se pueden usar para caracterizarlos, es su afinidad por la 

heparina. La heparina es un polisacÆrido que comprende D-glucosamina, 

Æcido D-glucurOnico y Æcido D-idurOnico que es parcial o completamente 

derivado con grupos sulfato y acetilo. Una caracterIstica preferida de los 

complejos de Ia presente invención, es que  la fuerza de adsorcióri de dicho 

20 complejo de OCIF o un anÆlogo o variante del mismo a la heparina, es menor 

que Ia fuerza de adsorciOn del OCIF libre, sin combinar, o anÆlogo o variante 

del mismo. El grado de adsorción se puede determinar usando una columna 

enipacada con perlas de agarosa altamente entrelazadas sobre las cuales Ia 

heparina ha sido inmovilizada (par ejemplo, heparina obtenida de mucosa 

25 intestinal de bovino). Columnas adecuadas de este tipo incluyen columna HP 

de heparina HiTrap, heparina 16/10 HiPrep y heparina Sepharose (todas 

obtenibles de Amersham Pharmacia). La fuerza de adsorcian (la afinidad) del 

complejo, se puede determinar de acuerdo con cualquier mØtodo adecuado 
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que sea bien conocido por los expertos en la tØcnica, para determinar Ia 

afinidad de proteinas a polisacÆridos. De preferencia, el grado de adsorciOn se 

puede determinar comparando la cantidad del complejo que se une a la 

columna de heparina bajo condiciones de baja resistencia iOnica, pero que se 

5 eluye de dicha columna bajo condiciones de alta resistencia iónica, con la 

cantidad de complejo que no se une a la columna de heparina bajo 

condiciones de baja resistencia iônica (Ia resistencia iOnica se puede ajustar 

usando Ia sal de un Æcido fuerte tal como cloruro de sodio). De esta manera, 

tIpicamente el grado de adsorciOn del complejo a la heparina se puede 

* 10 determinar de Ia siguiente 

(a) Una columna empacada con un soporte tal como perlas de 

agarosa entrelazadas sobre las cuales la heparina ha sido inmovilizada, es 

equilibrada con un regulador de pH que tiene una resistencia iónica 

relativamente baja (por ejemplo, regulador de pH de fosfato de sodio que 

15 contiene cloruro de sodio a 0.1-0.8 M). 

(b) El complejo de la presente invención que estÆ siendo puesto 

a prueba, se disuelve en el mismo regulador de pH de baja resistencia iónica 

usado en (a) y se aplica a la columna, y entonces se recoge un primer eluato 

� (eluido) (fracciOn A). 

20 (c) La columna se lava entonces adicionalmente con el mismo 

regulador de pH de baja resistencia iônica usado en el paso (a), y se recoge 

un segundo eluato (fracciOn B). 

(d) La columna se lava entonces con un regulador de pH que 

tenga una resistencia iónica relativamente alta (por ejemplo, regulador de pH 

25 de fosfato de sodio que contiene cloruro de sodio a 1.0-2.0 M), y se recoge 

entonces un tercer eluato (fraccion C). 

(e) Se determina entonces la cantidad del complejo presente en 

cada una de ]as fracciones A, B y C [designadas como (a), (b) y (c), 
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5 

respectivamente] (por ejemplo, mediante un inmunoerisayo). 

(f) El grado de adsorciOn del complejo a la heparina se determina 

entorices de acuerdo con la siguiente formula: 

Grado de adsorciOn = __________ 
(a) + (b) + (c) 

Cuanto mayor es la resistencia de la uniOn del complejo a la 

columna, mayor es el valor de (c) (ya que sOlo puede ser removido de la 

columna usando eluentes que tengan una resistencia iOnica relativamente 

alta) y, por lo tanto, mayor es el grado de adsorciOn. El grado de adsorciOn de 

10 los complejos de la presente invenciOn, medido mediante Ia formula anterior, 

variarÆ hasta cierto grado, dependiendo del tipo de columna de heparina y las 

condiciones bajo las cuales se Ileva a cabo la determinaciOn. Sin embargo, el 

grado de adsorciOn de OCIF libre, sin combinar, es siempre de alrededor de 

1.0, mientras que el grado de adsorciOn de los complejos de OCIF de la 

15 presente invenciOn es menor de 1.0, demostrando de esta manera que la 

fuerza de uniOn de los complejos que comprenden OCIF 0 un anØlogo o 

variante del mismo de la presente invenciOn a la heparina, es mÆs dØbil que Ia 

fuerza de uniOn del OCIF libre, sin combinar, o analogo o variante del mismo 

� (por ejemplo, usando heparina de porcino inmovilizada sobre perlas de 

20 agarosa, tal como una columna HP de heparina HiTrap, primera y segunda 

eluciones con regulador de pH de fosfato de sodio a 10 mM conteniendo 

cloruro de sodio a 0.7 M, y una tercera eluciOn con regulador de pH de fosfato 

de sodio a 10 mM conteniendo cloruro de sodio a 2.0 M, el grado de adsorciOn 

de los complejos de la presente invenciOn que comprenden OCIF o una 

25 variante del mismo o un anÆlogo del mismo, no es mayor de 0.7, de 

preferencia no mayor de 0.6, y en particular de preferencia no mayor de 0.5). 

Otra caracteristica preferida de los complejos de la presente 

invención que se pueden usar para caracterizarlos, es la relaciOn del nUmero 
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de molØculas de OCIF o un anÆlogo o variante del mismo presente en dicho 

complejo, medido mediante una tØcnica de prueba inmunolOgica (por ejemplo, 

ELISA): el nUmero de moleculas de OCIF o un anØlogo o variante del mismo 

presente en dicho complejo, medido mediante una tOcnica para medir la 

5 cantidad total de proteina presente en dicho complejo [vØase, por ejemplo, el 

mØtodo de Lowry: Lowry, 0. H. et al., J. Biol. Chem., 193, 265-276 (1951), 

absorbancia (% de 280 nm), tinciôn con plata a el mØtodo de BCA]. 

El nümero de molØculas de OCIF 0 Ufl anØlogo o variante del 

mismo presente en dicho complejo, medido mediante una tØcnica de prueba 

10 inmunolOgica, se puede determinar usando, por ejemplo, la tØcnica de ELISA. 

Los anticuerpos para SO USC en Ia union a la fase inmovilizada y para 

marcaciOn con una enzima de reportero tal como peroxidasa en ELISA, son 

cualquier anticuerpo para el OCIF o anÆlogo a variante del mismo de interØs, 

que sea adecuado para dicho propOsito. Por ejemplo, anticuerpos adecuados 

15 para union a la fase sOlida incluyen 01-26 purificado a partir de un cultivo de 

un hibridoma que produce anticuerpo 01-26 (FERM BP-6421) y 01-19 

purificado a partir de on cultivo de un hibridoma que produce anticuerpo 01-19 

(FERM BP-6420), mientras que anticuerpos adecuados para su USO como el 

anticuerpo marcado con una enzima de reportero en la fase móvil, incluyen 

20 anticuerpo monoclonal 01-4 de OCIF anti-humano purificado a partir de on 

cultivo de un hibridoma que produce anticuerpo 01-4 (FERM BP-6419) 

marcado con peroxidasa. Un procedimiento tIpico para medir el n(imero de 

molØculas de OCIF o un analogo o variante del mismo en un complejo, es el 

siguiente: 

25 (a) Se usan concentraciones conocidas del OCIF libre, sin 

combinar, para producir una curva de calibraciOn. 

(b) Se Ileva a cabo una tØcnica de ELISA en el complejo de 

interOs, y se usa entonces la curva de calibracion para determinar la 
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concentraciOn de OCIF. 

(c) Usando la información obtenida en (b) y el peso molecular del 

monOmero de OCIF, se calcula el nOmero do molOculas do OCIF en el 

complejo puesto a prueba. 

5 El nUmero de molØculas de OCIF 0 un anÆlogo a variante del 

mismo presente en dicho complejo, medido mediante una tØcnica para medir 

la cantidad total do proteina presente en dicho complejo se puede determinar 

usando, par ejemplo, el mOtodo de Lowry. Un procedimiento tipico es el 

siguiente: 

10 (a) Se usan concentraciones conocidas de albümina de suero de 

bovino para producir una curia de calibración. 

(b) Se usa entonces el mOtodo de Lowry para determinar la 

concentración total de proteina en el complejo que se va a poner a prueba, la 

curia de calibraciÆn siendo usada para determinar la concentraciOn de OCIF. 

15 (c) Usando la información obtenida en (b) y el peso molecular del 

monOmero de OCIF, se calcula el nUmero de molOculas de OCIF en el 

complejo puesto a prueba. 

La relaciOn real varia, dependiendo del tipo de tØcnica do 

inmunoensayo usado, y/o la tOcnica usada para medir el contenido total de 

20 proteina. Una modalidad preferida de la presente invenciÆn, comprende un 

complejo de un OCIF que se origina de humano 0 un anÆlogo o variante del 

mismo con sulfato do dextrân, en donde la relaciOn del nUmero de molØculas 

de dicho OCIF a anÆlogo o variante del mismo presente en dicho complejo, 

segUn se determina mediante prueba de inmunoabsorbente ligado a enzima 

25 (ELISA) usando anticuerpo monoclonal 01-19 de OCIF anti-humano purificado 

a partir de un cultivo de un hibridoma que produce anticuerpo 01-19 (FERM 

BP-6420) como el anticuerpo unido a la fase sOlida, y anticuerpo monoclonal 

01-4 de OCIF anti-humano purificado a partir de un cultivo do un hibridoma 
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que produce anticuerpo 01-4 (FERM BP-6419) marcado con peroxidasa en Ia 

fase móvil: el nCimero de molOculas de OCIF o analogo o variante del mismo 

presente en dicho complejo, segUn se determina midiendo el contenido total 

de proteina usando el mØtodo de Lowry, es de por to menos 0.5, pero no 

5 mayor de 1.2. MÆs preferiblemente, la relación es de por to menos 0.6, pero 

no mayor de 1.1, y muy preferiblemente Ia relaciOn es de por lo menos 0.7, 

pero no mayor de 1.1. 

Complejos preferidos de Ia presente invención, incluyen los 

- siguientes: 

* 10 (a) un complejo en donde dicha sustancia seleccionada del 

grupo que consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo es 

OCIF monomØrico humano, que tiene un peso molecular medido mediante 

SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, de aproximadamente 60000, u 

OCIF dimerico humano que tiene un peso molecular de aproximadamente 

15 120000, medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, y 

dichos polisacâridos y derivados de los mismos se seleccionan del grupo que 

consiste de Æcido hialurónico, Æcido condroitinsulfUrico, Æcido de dermatÆn, 

4 Æcido de heparitina, Æcido de queratÆn, carragenina, pectina, 

dextrÆn, y derivados de los mismos, Ia relaciOn molecular de dicha sustancia 

20 seleccionada del grupo que consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes 

del mismo: dicha sustancia seleccionada del grupo que consiste de 

polisacÆridos y derivados de los mismos, siendo de 1:1 a 1:10; 

(b) un complejo en donde dicha sustancia seleccionada del 

grupo que consiste de OCIF, analogos del mismo y variantes del mismo, es 

25 OCIF monomOrico humano que tiene un peso molecular, medido mediante 

SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, de aproximadamente 60000, u 

OCIF dimØrico humano que tiene un peso molecular de aproximadamente 

120000, medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, y 
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dichos polisacÆridos y derivados de los mismos se seleccionan del grupo que 

consiste de sulfato de dextrÆn y sales del mismo, la relaciOn molecular do 

dicha sustancia seleccionada del grupo quo consiste do OCIF, anÆlogos del 

mismo y variantes del mismo: dicha sustancia seleccionada del grupo que 

5 consiste de polisacÆridos y derivados de los mismos, siendo de 1:1 a 1:10; 

(c) un complejo en donde dicha sustancia seleccionada del grupo 

que consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo, es OCIF 

monomOrico a dimØrico humano, en el cual dicho monômero o  una de las 

- unidades de dicho dimero de OCIF comprende los aminoÆcidos +1 a +380 de 

10 SEQ. ID. NO. I del listado de secuencias, y dicho derivado de polisacarido es 

una sal sOdica de sulfato de dextrÆn que tiene un peso molecular promedio de 

1500 a 12000, la relaciOn molecular de dicha sustancia seleccionada del 

grupo que consiste de OCIF, anÆlogos del mismo yvariantes del mismo: dicha 

sal sOdica de sulfato de dextran, siendo de 1:1 a 1:10; 

15 (d) un complejo de conformidad con (c), en donde La relaciOn 

molecular de dicha sustancia seleccionada del grupo que consiste de OCIF, 

anOlogos del mismo y variantes del mismo; dicha sat sOdica de sulfato de 

dextrÆn, siendo de 1:1 a 1:8; 

(e) un complejo de conformidad con (c), en donde la relación 

20 molecular de dicha sustancia seleccionada del grupo que consiste de OCIF, 

anÆlogos del mismo y variantes del mismo: dicha sal sódica de sulfato de 

dextrÆrt, siendo de 1:1 a 1:5; y 

(f) un complejo de conformidad con cualquiera de (c) a (e), en 

donde dicho derivado de polisacÆrido es una sal sOdica de sulfato de dextrÆn 

25 que tiene un peso molecular promedio do 1800 a 6000. 

Los complejos de Ia presente invenciOn so pueden preparar 

usando cualquier mOtodo adecuado que favorezca La uniOn del polisacÆrido o 

variante del mismo a! OCIF a anªlogo a variante del mismo. En otra 
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modalidad de la presente invención, se provee tin mØtado para la preparación 

de tin complejo que comprende par lo menos una sustancia seleccionada del 

grupo que consiste de OCIF, arialogos del mismo y variantes del mismo, el 

cual se une a por lo menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste 

5 de polisacÆridas y derivados de los mismos, dicho metodo comprendiendo los 

pasos de incubar dicha sustancia (por to menos una) seleccionada del grupo 

que consiste de OCIF, anØlogos del mismo y variantes del mismo, can dicha 

sustancia (por Ia menos una) seleccionada del grupo que consiste de 

palisacØridos y derivados de los mismos, bajo condiciones que favorezcan Ia 

10 farmaciOn de tin complejo entre dicho OCIF, anÆlogos del mismo a variantes 

del mismo y dichos polisacàridos o variantes de los mismos, y remover 

entonces los polisacÆridos libres o variantes de los mismos que no estØn 

unidos a dicho OCIF, analogos del mismo a variantes del mismo. 

La incubaciOn de dicha sustancia (par Jo menos una) 

15 seleccionada del grupo que consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes 

del mismo, con dicha sustancia (por lo menos una) seleccionada del grupo 

que consiste de polisacÆridos y derivados de los mismos, se Ileva a cabo bajo 

cualquier condición adecuada, pero tIpicamente la incubacion ocurre bajo 

condiciones acuosas. De preferencia, la incubacion se Ileva a cabo bajo 

20 condiciones alcalinas. MÆs preferiblemente, Ia incubación se Ileva a cabo a tin 

pH de 9.5 a 12. Muy preferiblemente, la incubaciOn se Ileva a cabo a un pH de 

10  11. 

Durante la incubacion, Ia escala de la concentración de dicho 

OCIF, anÆlogo a variante del mismo en la solución acuosa no es 

25 particularmente limitada, en tanto sea adecuada para permitir la formación del 

complejo deseada. Tipicamente, la concentración maxima de dicho OCIF, 

anÆlogo a variante del mismo en la soluciOn acuosa, es de 0.1 a 0.5 mM, y la 

concentraciOn minima es de 0.001 a 0.05 mM. De preferencia, la 
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concentración de dicho OCIF, anÆlogo o variante del mismo en la soluciOn 

acuosa es de 0.01 a 0.2 mM, y mâs preferiblemente es de 0.05 a 0.1 mM. En 

el caso de OCIF, la concentraciôn maxima en Ia solución acuosa es de 10 a 

50 mg/ml, y la concentración minima es de 0.1 a 5 mg/ml. De preferencia, Ia 

5 concentración de OCIF en la sotución acuosa es de 1 a 20 mg/ml, y mÆs 

preferiblemente es de 5 a 10 mg/mt. 

Durante la incubaciOn, la escala de la concentraciOri de dicho 

polisacÆrido o variante del mismo en Ia solucion acuosa no es particularmente 

limitada, en tanto sea adecuada para permitir ía IormaciOn del complejo  

10 deseado. TIpicamente, Ia concentración maxima de dicho polisacÆrido a 

derivado del mismo en la solución acuosa es de 0.1 a 0.5 M, y la 

concentraciOn minima es de 0.00005 a 0.05 M. De preferencia, la 

concentraciOn de dicho polisacÆrido o derivado del mismo en Ia solucion 

acuosa es de 0.005 a 0.25 M, y mÆs preferiblemente es de 0.05 a 0.1 M. En et 

15 caso de sat sodica azufre 5 de sutfato de dextrÆn, la concentración maxima de 

dicho polisacÆrido o variante del mismo en la soluciOn acuosa es de 200 

mg/ml a 1000 mg/ml, y la concentraciOn minima es de 0.1 a 100 mg/ml. De 

preferencia, la concentraciÆn de dicho polisacÆrido o variante del mismo en Ia 

� soluciOn acuosa es de 10 a 500 mg/mI, y mÆs preferiblemente es de 100 a 

20 200 mg/ml. 

Durante la incubacióri,  la temperatura no es particularmente 

limitada, en tanto sea adecuada para permitir la formaciOn del complejo 

deseado. Tipicamente, et limite superior de temperatura para Ia incubacion es 

de 10 a 50°C, y el limite inferior de la misma es de 0 a 4°C. De preferencia, la 

25 escala de temperatura es de 4 a 37°C, y mÆs preferiblemente la escala de 

temperatura es de 4 a 10°C. 

Como se mencionô anteriormente, el complejo de Ia presente 

invenciOn no comprende polisacÆridos libres o variantes de los mismos que no 
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se unan at OCIF, a Un analogo o variante del mismo. El mØtodo usado para 

remover los polisacÆridos libres y variantes de los mismos no es limitado, en 

tanto sea un mØtodo que se utilice convencionatmente en procedimientos 

tales como purificaciÆn, aislamiento y/o fraccionamiento. Ejemplos de mØtodos 

5 adecuados incluyen cromatografia de intercamblo ionico, cromatografia de 

adsorciOn, cromatografla de separaciOn, cromatografia de filtraciOn en gel, 

cromatografia hidrofobica, cromatografia de afinidad, cristalizaciOn, 

precipitación salina y ultrafiltraciOn. De Ostas, se prefieren la cromatografia de 

filtración en gel (referida en lo sucesivo como "fi!traciOn en gel") y la 

10 ultrafiltración, y se prefiere mÆs Ia filtración en gel. 

No existe limitaciOn particular sobre el gel usado para Ia filtraciOn 

en gel para la remociôn de los polisacÆridos libres a variantes de los mismos a 

partir del complejo deseado despuOs de incubación, en tanto se pueda usar 

para la separaciOn de la fracción que contiene al complejo deseado a partir del 

15 polisacÆrido libre o variantes del mismo que no se unan al OCIF. Ejemplos 

adecuados incluyen gel de agarosa, gel de dextrÆn y gel de poliacrilamida. 

Los complejos de Ia presente invencion que comprenden por Ia 

menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste de OCIF, anÆlogos 

del mismo y variantes del mismo, que se une a par lo menos una sustancia 

20 seleccionada del grupo que consiste de polisacÆridos y derivados de los 

mismos, se pueden distinguir del OCIF libre, sin combinar, o anÆlogo o 

variante del mismo per se, usando varias medidas que incluyen punto 

isoelØctrico, contenido de azUcar y deteccion inmunologica. 

El punto isoelØctrico (p1) se puede medir usando cualquier 

25 tecnica de electrofOresis isoelOctrica convencional bien conocida par los 

expertos en la materia. El OCIF es una proteina bÆsica, y su punto isoelØctrico 

es de aproximadamente 9. Este es significativamente mayor que el de los 

complejos de la presente invenciOn que comprenden OCIF y polisacÆridos y 
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variantes de los mismos, tat como sulfato de dextrân, de los cuales los valores 

tipicos del punto isoelOctrico estÆn en Ia region de 5 a 7. Por lo tanto, es 

posible distinguir fÆcilmente OCIF combiriado y sin combinar usando esta 

tOcnica. 

5 El contenido de azUcar de los complejos de la presente invenciOn 

y de OCIF libre, sin combinar, o un anÆlogo o variante del mismo, se puede 

medir usando cualquier tØcnica que se use convencionalmente para 

cuantificar el contenido de azUcar neutro, ejemplos tipicos incluyendo el 

mØtodo del acido fenolsulfürico [M. Dubois et al., Anal. Chem., 28, 350 

10 (1956)]. Puesto que el contenido total de azUcar de un complejo de la 

presente invenciOn que comprende OCIF o un anàlogo o variante del mismo y 

un polisacarido o una variante del mismo es mayor que el del OCIF mismo, se 

pueden diferenciar entre 51. 

Otro mØtodo alternativo para diferenciar OCIF libre, sin combinar, 

15 o un anÆlogo o variante del mismo a partir de los complejos de Ia presente 

invenciOn que comprenden dicho OCIF 0 un anÆlogo o variante del mismo 

unido a un polisacàrido o una variante del mismo, consiste en cuantificar la 

cantidad de polisacÆrido o variante del mismo en cada uno, usando un 

anticuerpo que se une especIficamente a dicho polisacÆrido o variante del 

20 mismo. 

Pam medir la cantidad de protemna en un OCIF 0 un anÆlogo o 

variante del mismo o en un complejo de la presente invención que comprende 

OCIF 0 Ufl anÆlogo o variante del mismo y un polisacÆrido o variante del 

mismo, se puede usar cualquier tOcnica usada convencionalmente para medir 

25 el contenido total de protelna. Ejemplos adecuados incluyen el mOtodo de 

Lowry [Lowry, 0. H. et al., J. Biol. Chem., 193, 265-275 (1951)], absorbancia 

(2c de 280 nm), tincion con plata y el mØtodo de BCA. 

El OCIF libre, sin combinar, 0 un anÆlogo 0 variante del mismo, u 
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OCIF o un anÆlogo a variants del mismo presents en un complejo de la 

presente invenciOn, se puede medir inmunológicamente usando un metodo 

que utilice par Ia menos un anticuerpo monoclonal anti-OCIF. Ejemplos de un 

anticuerpo monoclonal anti-OCIF adecuado que se usa de preferencia para la 

5 mediciOn inmunolOgica de OCIF humano, incluyen un anticuerpo producido 

par el hibridoma 01-19 (FERM BP-6420), un anticuerpo producido por el 

hibridoma 01-4 (FERM BP-6419), y un anticuerpo producido por el hibridoma 

01-26 (FERM BP-6421) (vease, par ejemplo, el documento WO-A-99/15691). 

Estos anticuerpos son referidos coma "anticuerpo 01-19", "anticuerpo 014" y 

10 anticuerpo 01-26", respectivamente, en la presente invención. El anticuerpo 

01-19 y el anticuerpo 01-4 se unen al monómero de OCIF y dimero de OCIF 

con una afinidad equivalente, mientras que el anticuerpo 01-26 se une 

especificamente al dimero de OCIF. La medición inmunologica se puede 

Ilevar a cabo usando anticuerpos de este tipo de conforniidad con cualquier 

15 mOtodo bien conocido par los expertos en la tØcnica (vease, par ejempla, el 

documenta W0-A-99/15691). Ejemplos de metodos adecuados incluyen 

inmunoensayo de enzima (referido coma "EIA"), radioinmunoensayo, prueba 

de inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) y EIA en sandwich. De óstos, 

� se prefiere ELISA. Cuando el OCIF es de origen humana, se puede utilizar de 

20 preferencia ELISA usando anticuerpo 01-19 a anticuerpo 01-26 coma el 

anticuerpo inmovilizado, y anticuerpo 01-4 camo el anticuerpo marcado can 

enzima. La enzima preferida que se usa para marcar el anticuerpo es 

peroxidasa (referida coma "POD"). 

El hibridoma que produce anticuerpo 01-4 fue depasitada 

25 domØsticamente coma "014" en el National Institute of Bioscience and 

Human-Technology Agency of Industrial Science and Technology en 1-3, 

Higashi I Chome, Tsukuba-shi Ibaraki-ken 305-8566, Japón (el cual desde 

entonces es el International Patent Organism Depositary, National Institute of 
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Advanced Industrial Science and Technology at AIST Tsukuba Central 6, 1-1, 

Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, lbaraki-ken 305-8566, JapOn), el 16 de octubre 

de 1997 (Heisei-9), y se concedio el nUmero de deposicion FERM P-16473. 

Fue transferido a un depOsito internacional con el nUmero de deposiciOn 

5 FERM BP-6419 el 13 dejulio de 1998 (Heisei-10). 

El hibridoma que produce anticuerpo 01-19 tue depositado 

domesticamente como "01-19" en el National Institute of Bioscience and 

Human-Technology Agency of Industrial Science and Technology en 1-3, 

Higashi I Chome, Tsukuba-shi Ibaraki-ken 305-8566, JapOn (el cual desde 

10 entonces es el International Patent Organism Depositary, National Institute of 

Advanced Industrial Science and Technology at AIST Tsukuba Central 6, 1-1, 

Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566, Japon), el 16 de octubre 

de 1997 (Heisei-9), y se concedio el ndmero de deposición FERM  BP-16474. 

Fue transferido a un depOsito internacional con el nOniero de deposiciOn 

15 FERM BP-6420 el 13 de Julio de 1998 (Heisei-10). 

El hibridoma que produce anticuerpo 01-26 tue depositado 

domØsticamente como "01-26" en el National Institute of Bioscience and 

� Human-Technology Agency of Industrial Science and Technology en 1-3, 

� Higashi I Chome, Tsukuba-shi Ibaraki-ken 305-8566, JapOn (el cual desde 

20 entonces es el International Patent Organism Depositary, National Institute of 

Advanced Industrial Science and Technology at AIST Tsukuba Central 6, 1-1, 

Higashi 1-Chome Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566, JapOn), el 16 de octubre 

de 1997 (Heisei-9), y se concediO el nómero de deposiciOn FERM P-16475. 

Fue transferido a un depOsito internacional con el nCsmero de deposiciOn 

25 FERM BP-6421 el 13 de Julio de 1998 (Heisei-10) (vOase el documento W0-A-

99/15691). 

La concentraciOn en sangre y suero, de un complejo de la 

presente invenciOn que comprende OCIF o un anØlogo o variants del mismo y 
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un polisacØrido o una variante del mismo, se puede medir de la manera 

siguiente: primero, dicho complejo se administra a un humano o animal no 

humano. Entonces, despuOs de un tiempo definido, se recupera sangre a 

suero del mismo. La concentraciOn de dicho complejo en sangre o suero se 

5 mide entonces mediante ELISA usando por lo menos un anticuerpo 

monoclonal anti-OCIF como se describió en otros pÆrrafos en la presente 

solicitud (vease el documento WO-A-99/15691). 

El complejo de la presente invenciOn que comprende pot lo 

menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste de 0GW, anÆlogos 

10 del mismo y variarites del mismo, el cual se une a por to menos una sustancia 

seleccionada del grupo que consiste de polisacÆridos y derivados de los 

mismos, es Util para tratar a prevenir enfermedades metabólicas óseas. En la 

presente invenciOn, enfermedades metabOlicas Oseas son cualquier 

enfermedad que se caracteriza por una cantidad neta disminuida de hueso en 

15 el paciente que sufre de las mismas, y en las cuales es necesario suprimir Ia 

resorción ósea y/o la  velocidad de resorciOn ósea, para tratar o prevenir 

dichas enfermedades. Enfermedades metabÆlicas óseas que se pueden tratar 

0 prevenir mediante el complejo de la presente invenciOn, incluyen: 

osteoporosis primaria (osteoporosis senil, osteoporosis postmenopÆusica y 

20 osteoporosis juvenil idiapÆtica); osteoporosis endocrina (hipertiroidismo, 

hiperparatiroidismo, sindrome de Cushing y acromegalia); osteoporosis que 

acompaæa a hipogonadismo (hipopituitarismo, sindrome de Klinefelter y 

sindrome de Turner); osteoporosis hereditaria y congOnita (osteogØnesis 

imperlecta, homocistinuria, sindrome de Menkes y sindrome de Riley-Day); 

25 osteopenia debida a mitigaciOn de carga por gravedad a fijaciOn e 

inmovilización de extremidades; enfermedad de Paget; osteomielitis; foco 

infeccioso debido a pØrdida de hueso; hipercalcemia que resulta de carcinoma 

sólido (por ejemplo, carcinoma de mama, cØncer pulmonar, cancer renal y 
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cancer prostâtico); una enfermedad hematológica maligna (mieloma mdltiple, 

linfoma y leucemia); hipercalcemia idiopÆtica; hipercalcemia que acompana a 

hipertiroidismo o disfunción renal; osteopenia que resulta de medicaciOn de 

esteroides; osteopenia que resulta de la administración do otros 

5 medicamentos (por ejemplo, inmunosupresores tales como metotrexato y 

ciclosporina A, heparina y antiepilOpticos); osteopenia que resulta de 

disfuncion renal; osteopenia que resulta de una operación quirUrgica o 

enfermedad de Organo digestivo (por ejemplo, obstrucciOn de intestino 

delgado, obstrucciôn de intestino grueso, hepatitis crOnica, gastrectomia, 

10 cirrosis hepÆtica biliar primaria y cirrosis hepâtica); osteopenia  debida a 

diferentes tipos de reumatismo, tal como artritis reumatoide, osteoclasis; 

destrucción de articulaciOn debida a diferentes tipos de reumatismo, tal como 

artritis reumatoicle; reumatismo tipo mucifance; osteoartritis; pØrdida de hueso 

periodontal; metastasis cancerosa de hueso (metastasis por osteolisis); 

15 osteonecrosis 0 muerte de osteocitos que acompaæa a lesion traumÆtica, 

enfermedad de Gaucher, anemia de cØlulas falciformes, lupus eritematoso 

sistOmico o lesion no traumÆtica; osteodistrofia tal como osteodistrofia renal; 

osteopenia que acompaæa a hipoalcalinofosfatasemia o diabetes; osteopenia 

que acompaæa a trastomos nutricionales o trastornos de (a alimentaciOn; y 

20 otras osteopenias. Las enfermedades metabOlicas Oseas incluyen tambiOn 

caquexia debida a carcinoma sOlido o metastasis cancerosa de hueso o 

enfermedad hematológica maligna (vØase la publicación de soUcitud de 

patente japonesa 2000-178200). 

Una composiciOn quo comprende un complejo de Ia presente 

25 invenciOn, que comprende por Ia menos una sustancia seleccionada del grupo 

que consiste do OCIF, analogos dol mismo y variantes del mismo, el cual se 

une a por lo menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste do 

polisacaridos y derivados de los mismos, junto con un vehiculo o diluyente 
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farmacOuticamente aceptable, se puede administrar por lo tanto con seguridad 

oralmente o no oralmente a un humano o animal no humano. La forma de 

dosiflcaciOn se puede seleccionar adecuadamente, y variarÆ dependiendo de 

varios factores tales como el tipo de enfermedad que estÆ siendo tratada, el 

5 grado de dicha enfermedad, y la edad, sexo y peso del paciente. Par ejemplo, 

el complejo se puede administrar oralmente en forma de tabletas, cÆpsulas, 

polvos, grÆnulos o jarabes, se puede inyectar intravenosamente solo o en 

combinaciôn con adyuvantes convencionales tales como glucosa, 

aminoÆcidos o similares, se puede inyectar intramuscularmente, 

10 subcutàneamente, intracutaneamente o intraperitonealmente solo, se puede 

administrar transdOrmicamente en forma de cataplasma, se puede administrar 

transnasalmente en forma de una gota nasal, se puede administrar 

transmucosamente o a la cavidad oral en forma de una membrana mucosa 

que aplica agente, o se puede administrar intrarrectalmente en forma de un 

15 supositorio. Estas preparaciones se pueden formular en una forma 

convencional usanclo aditivos bien conocidos que se usan generalmente en el 

campo de medicina, tales como excipientes, agentes aglutinantes, 

desintegrantes, lubricantes, agentes saborizantes, solubilizadores, agentes de 

suspensiOn, colorantes, reguladores de pH, antisØpticos, agentes gelificantes, 

20 agentes tensloactivos y agentes de recubrimiento. 

Cuando los complejos de la presente invención se formulan 

como tabletas, se puede usar cualquier vehiculo conocido en la tØcnica. Estos 

vehiculos incluyen, por ejemplo, excipientes tales coma lactosa, azOcar 

blanca, cloruro de sodio, glucosa, orina, almidon, carbonato de calcio, caolin, 

25 celulosa cristalina, silicato, o similares; agentes aglutinantes tales como agua, 

etanol, propanol, jarabe simple, soluciOn de glucosa, soluciOn de almidon, 

soluciOn de gelatina, carboximetilcelulosa, laca, metilcelulosa, fosfato de 

potasio, polivinilpirrolidona, o similares; desintegrantes tales como almidon 
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seco, alginato de sodio, polvo de agar, polvo de laminarÆn, carbonato Æcido de 

sodio, carbonato de calcio, Østeres de Æcido graso de polioxietilensorbitÆn, 

laurilsulfato de sodio, monoglicOrido de Æcido esteÆrico, almidón, lactosa, o 

similares; inhibidores de descomposiciOn tales como azU car blanca, estearina, 

5 manteca de cacao, aceite hidrogenado, o similares; catalizadores de 

absorciOn tales como bases de amonio cuaternario, laurilsulfato de sodio, o 

similares; humectantes tales como glicerina, almidon, o similares; adsorbentes 

tales como almidOn, lactosa, caolIn, bentonita, silicato coloidal, o similares; y 

lubricantes tales como talco refinado, Æcido esteÆrico, sales de metal de ªcido 

10 esteÆrico tales como estearato de calcio y estearato de magneslo, talco, polvo 

* de acido borico, polietilenglicol, o similares. Ademàs, si se desea, las tabletas 

pueden ser recubiertas, por ejemplo, para formar una tableta recubierta de 

azUcar, una tableta recubierta de gelatina, una tableta con recubrimiento 

entOrico, una tableta recubierta de pelIcula, una tableta de dos capas o una 

15 tableta de capas mUltiples. 

Cuando los complejos de la presente invenciÆn se formulan 

como pIlulas (pildoras pequenas), Ia preparaciOn puede contener vehIculos 

conocidos en la tØcnica, por ejempio, excipientes tales como glucosa, lactosa, 

manteca de cacao, polvo de almidOn, aceite vegetal endurecido, caolin, talco, 

20 a similares; agentes aglutinantes tales como polvo de goma arÆbiga, goma de 

tragacanto, gelatina, etanol, a similares; y desintegrantes tales como 

IaminarÆn, agar, o similares. 

Cuando los complejos de la presente invención se formulan 

como un supositorio, la preparación puede contener vehIculos convencionales 

25 tales como polietilenglicol, manteca de cacao, alcoholes superiores, Østeres 

de alcoholes superiores, gelatina, glicOrido semisintetizado, o similares. 

Cuando los complejos de Ia presente invenciôn se formulan 

como inyecciones, se prefiere que la preparación en forma de una soluciôn o 
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suspensiOn sea esterilizada y se haga isotOnica con la sangre. Cuanda [as 

preparaciones estÆn en forma de una soluciOn, emulsion o suspensiOn, se 

puede emplear cualquier diluyente conocido y que so use convencionalmente 

en la tOcnica, siendo ejemplos agua, etanol, propilenglicol, alcohol 

5 isoestearilico etoxilado, alcohol isoestearIlico polioxilado y Osteres de Æcido 

graso de polioxietilensorbitÆn. AdemÆs, en dichas formulaciones inyectables, 

las preparaciones pueden contener tambien sales, glucosa, glicerina, o 

similares, en una cantidad suficiente para mantener Ia isotonicidad con la 

sangre. Pueden contener tambiØn otros agentes que incluyen solubilizadores, 

1/ 10 agentes reguladores do pH, agentes sedantes, reguladores de pH, 

estabilizadores y agentes do solubilizaciOri. Las iriyecciones pueden ser 

deshidratadas por congelaciÆn despuØs de su formulaciOn. 

Las preparaciones de Ia presente invenciOn pueden contener 

tambien otros aditivos tales como agentes colorantes, conservadores, 

15 perfumes, agentes saborizantes, edulcorantes u otros medicamentos. 

No existe limitaciOn especifica sobre (a cantidad del complejo do 

Ia presente invenciOn que compronde pot lo menos una sustancia 

4 seleccionada del grupo quo consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes 

del mismo, y pot lo menos una sustancia soteccionada del grupo quo consiste 

20 de polisacaridos y variantes do los mismos quo estØn presentes en Ia 

composiciOn para administración, para prevenir o tratar enfermedades 

metabOlicas Oseas, pero Os usualmente do 0.1 a 70% en peso, y de 

preferencia do 1 a 30% en peso do Ia formulacion completa. 

La dosis del complejo do conformidad con Ia presente invenciOn 

25 variara, dependiendo de una variedad do factores quo incluyen Ia condiciOn 

quo so va a tratar, la edad, sexo y peso corporal del paciento, y Ia via do 

administraciOn. Sin embargo, Ia cantidad administrada a un humano adulto 

estÆ par lo general en una escala quo tiene un limite superior do 30 a 1000 mg 
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y un timite inferior do 0.001 a 0.03 mg por Wa. La escala preferida es de 0.03 

a 30 mg par dIa. La cantidad administrada estÆ generalmente en una escala 

que tiene un Ilmite superior de 1 a 20 mg/kg por dia y un Ilmite inferior de 0.01 

a 0.5 jig/kg por dIa. La escala preferida Os do 0.5 gg/kg a 1 mg/kg par dia. El 

5 complejo de la invención so puede administrar una vez al dIa, a mÆs de una 

vez al dIa, dependienda de factares tales como la forma de administraciOn y la 

condiciOn del paciente. 

Los siguientes ejemplos, ejemplos do referenda y ejemplos de 

prueba, tienen el propósito do ilustrar mejor la presente invención, y de 

/ 10 ninguna manera se pretende qua limiten el alcance de la misma. 

15 

EJEMPLO I 

Preparación de compleios que comprenden OCIF y sulfato de dextrÆn (I) 

1(a) PreparaciOn de OCIF humano dimerico recombinante 

Se obtuvo OCIF humano dimØrico recombinante que tenla un 

peso molecular de aproximadamente 120000 de acuerdo con el procedimiento 

� descrito en los ejemplos del documento EP-A-0816380 (WO-A-96/26217). A 

20 saber, pBKOCIF, un vector de plÆsmido qua comprende una secuencia do 

nucleotidos que codifica para OCIF humano quo contiene un pØptido de seæal, 

obtenido de la cepa transformante pBK/OIFIO de E. coil [depositada coma 

FERM BP-5267 bajo el tratado do Budapest en el National Institute of 

Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science and 

25 Technology en 1-3, Higashi 1 Chome, Tsukuba-shi Ibaraki-ken 305-8566, 

JapOn (el cual desde entonces ha sido el International Patent Organism 

Depositary, National Institute of Advanced Industrial Science and 

Technology)], producido do acuerdo al ejemplo 11 del documento EP-A-
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0816380, fue digerido con [as enzimas de restricciOn Sail y EcoRV. Se 

recuperO S nuc!eOtido que codifica para el OCIF bumano que contiene un 

pØptido de senal, el cual es equivalente al ADNc del OCIF humano, de 

acuerdo at procedimiento descrito en el ejemplo 14 del documento EP-A-

5 0816380. DespuOs de separaciOn y puriflcación de dicho nucleotido, fue 

insertado en el vector de expresión pcDL-SR a296 (Molecular and Cellular 

Biology, vol. 8, p466, 1988), y entonces fue transformada asi la cepa de E. co/i 

DH5 a (Gibco BRL) (vOase el procedimiento descrito en el ejemplo 14 del 

documento EP-A-0816380). El vector recombinante denominado pSRaOCIF 

10 obtenido de esta manera, fue extraido de dicho cultivo transformante, y 

purificado. 

Se aplicO entonces el procedimiento del ejemplo 14 del 

documento EP-A-0816380, para obtener el OCIF maduro humana 

recombinante deseado. A saber, cØlulas CHO dhFr (ATCC, CRL 9096) fueron 

15 transfectadas con el plÆsmido recombinante pSRzOCIF producido 

anteriormente y un plàsmido que expresa dihidrofoliato reductasa (DHFR) 

(plasmido pBAdDSV descrito en el documento WO-A-92/01053), y entonces 

0 se seleccionó un transfectante que expresa DHFR. Los transformantes que 

expresaron grandes cantidades de OCIF, fueron clonados. Se seleccionaron 

20 los clones cuyo medio acondicionado contenia OCIF a una alta concentraciôn, 

y se obtuvo el clan que expresa la cantidad mÆs grande de OCIF, 5561. Un 

cultivo del clan 5561 abtenido de esta manera fue condicionado y filtrado 

aplicado entonces a una columna de heparina Sepharose-FF (2.6 x 10 cm, 

Pharmacia Co.), y sometido a cromatografIa de columna usando un gradiente 

25 lineal de cloruro de sodio como eluente. La fracción que tiene actividad de 

OCIF eluida con claruro de sodio a aproximadamente 0.6 a 1.2 M, fue 

aplicada entonces a una columna de afinidad (azul-5PW, 0.5 x 5.0 cm, Tasoh 

Co), y sametida a cromatografia de afiriidad usando un gradiente lineal de 
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cloruro de sodio como eluente. Las fracciones eluidas fueron sometidas a 

electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS bajo condiciones reductoras y no 

reductoras, y las fracciones que contenlan el OCIF maduro humano 

recombinante purificado deseado, fueron designadas para ser las que 

5 produjeran las mismas bandas de proteina de rOCIF, con pesos moleculares 

aparentes de 60000 y 120000, como se producen en el ejemplo 14 del 

documento EP-A-0816380. La secuencia de aminoÆcidos del pOptido 

monomOrico se muestra en SEQ. ID. NO. 1 del listado de secuencias, que es 

identica a la secuencia completa de SEQ. ID. No. 4 o los aminoÆcidos No.1 a 

S 10 No. 380 de SEQ. ID. NO. 5 de los documentos WO-A-96/26217 y EP-A-

0816380. 

Las fracciones combinadas que contenian el OCIF humano 

obtenido, fueron complementadas entonces con tin volumen 1/100 de àcido 

trifluoroacØtico a 25%, y Ia mezcla resultante tue aplicada a una columna de 

15 fase invertida (PROTEIN-RP, 2.0 mm x 250 mm, adquirida de YMC Co.), que 

habia sido pre-equilibrada con acetonitrilo a 30% conteniendo àcido 

trifluoroacØtico a 0.1%. La columna fue eluida entonces con un gradiente lineal 

de acetonitrilo de 30% a 55% a una velocidad de flujo de 0.2 ml/min durante 

50 mirtutos. Dos fracciones pico fueron recogidas por separado, y entonces 

20 liofilizadas. La fracción que mostró una banda que tenla un peso molecular 

25 

aparente de 120000 sobre SDS-PAGE bajo condiciones reductoras, se utilizo 

entonces en los siguientes ejernplos como el OCIF humano dimerico (vØase 

ejemplos 17 y 18 de los documentos WO-A-96/26217 y EP-A-0816380). 

de dextrÆn 

1(b) Preparación de complejos que comprenden OCIF y sulfato 

OCIF humano dimØrico purificado, preparado como se describiô 
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en el ejemplo 1(a) anterior, fue disuelto en soluciOn de regulador de pH de 

fosfato de sodio a 10 mM (pH 6.0) conteniendo cloruro de sodio a 0.15 M, 

para dar soluciones con una conceritraciOn de OCIF de 1.5, 2, 5, 6.5, 10, 12.5, 

20 O 50 mg/ml. Se disotviO sat sOdica azufre 5 de sulfato de dextrÆn (fabricada 

5 por Meito Sangyo Co., Ltd., referida en to sucesivo como "DS5") en ]as 

soluciones acuosas producidas de esta manera, hasta una concentraciOn final 

de 40, 100, 130, 150, 200, 400, 500, 5106 1000 mg/ml, y entonces se anadiO 

a la misma hidrOxido de sodio a I N hasta un pH final de 10, 10.5 o 11. Las 

soluciones acuosas obtenidas fueron incubadas a 4, 7, 25 6 37°C durante 1, 

4 10 3, 6, 18, 24, 48, 72, 96, 144,168 O 288 horas. 

Al tOrmino de este periodo, se aplicaron 4 ml de cada soluciOn 

resultante a una columna de filtraciOn en gel de grado 200 preparaciones 

Superdex (diametro interior de la columna: 16 mm; longitud: 60 cm, peso 

molecular limitativo de exclusion: 1,300,000; fabricada por Amersham 

15 Pharmacia Biotech), previamente equilibrada con regulador de pH de fosfato 

de sodio a 10 mM (pH 6) conteniendo cloruro de sodio a 0.3 M, y eluida 

entonces con el mismo regulador de pH a una velocidad de flujo de 2 ml/mm. 

4 Se monitoreó la absorciOn a una longitud de onda de 280 nm usando un 

espectrofotómetro de luz ultravioleta, y se recogiO el eluato a un tiempo de 

20 retenciOn de aproximadamente 28 a 36 minutos. El DS5 libre que no se habia 

unido at OCIF, fue eluido a un tiempo de retenciÆn de aproximadamente 50 a 

70 minutos. Todos los pasos de este procedimiento de filtraciOn en gel se 

Ilevaron a cabo a temperatura ambiente. Las preparaciones obtenidas que 

conterilan los complejos deseados de OCIF humano dimOrico y DS5, fueron 

25 congeladas y almacenadas a -60°C. Las condiciones de preparación para 

cada complejo, se resumen en el cuadro I siguiente: 
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5 

�10 
r 

15 

20 

CUADRO I 

NUmero de 
preparaciOn 

Concentración 
de DS5 
(mg/ml) 

ConcentraciÆn 
de OCIF 
(mg/mi) 

Temp. 
(°C) 

 

pH Tiempo de 
incubación 
 (horas) 

Prep. I 130 6.5 4 10.5 18 
- 

Prep. 2 510 6.5 4 10.5 18 
Prep.3 130 6.5 4 11 18 
Prep.4 130 6.5 4 10.5 72 
Prep.5 500 5 4 10.5 144 
Prep. 6 130 6.5 4 10.5 48 
Prep.7 130 6.5 4 10.5 144 
Prep. 8 130 6.5 4 10.5 288 
Prep.9 400 20 4 10.5 18 
Prep. 10 200 10 4 10.5 18 
Prep. 11 100 - 5 4 10.5 18 
Prep. 12 40 2 4 10.5 18 
Prep. 13 1000 12.5 4 10.5 18 
Prep. 14 1000 50 4 10.5 18 
Prep. 15 400 2 4 10.5 144 
Prep. 16 1000 5 4 10.5 18 
Prep. 17 1000 2 4 10.5 18 
Prep. 18 150 5 37 10.5 1 
Prep. 19 150 5 37 10.5 3 
Prep. 20 150 5 37 10.5 6 
Prep. 21 150 

- 

5 37 10.5 24 
Prep. 22 150 - 

- 

5 7 10.5 168 
Prep. 23 150 5 4 10 144 
Prep. 24 150 5 25 10 24 
Prep. 25 130 6.5 4 10.5 24 
Prep. 26 150 5 37 10 24 
Prep. 27 150 5 4-1-0.5 144 
Prep. 28 150 5 4 11 1 24 
Prep. 29 150 5 4 10.5 24 
Prep. 30 150 1.5 4 10.5 72 
Prep. 31 130 6.5 25 10.5 1 
Prep. 32 130 6.5 25 10.5 3 
Prep. 33 130 6.5 25 10.5 6 
Prep. 34 130 6.5 25 10.5 24 
Prep. 35 130 6.5 25 10.5 168 
Prep. 36 130 6.5 25 10.5 288 
Prep. 37 150 5 4 10.5 96 
Prep. 38 150 5 4 10.5 288 
Prep. 39 130 6.5 25 10.5 18 
Prep.  jnjQ.. E1tP-Irnrn Z+. . r 4Q 18 

25 Se preparO OCIF humano producido en forma natural de acuerdo 

al procedimiento descrito en los ejemplos 1 a 4 de los documentos WO-A-

96/26217 y EP-A-0816380 a partir de un cultivo de fibroblastos IMR-90 

(ATCC-CCL186) de pulmón fetal humano. 
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ob 
S 

5 

10 

15 

20 

25 

NUmero de ConcentraciOn Concentración Temp. pH Tiempo de 
preparación de DS5000 de OCIF (°C) incubaciOn 

(mg/mi) (mg/mi) (horas) 
Prep. 41 1150 5 14 10.5 24 

EJEMPLO 3 

Medición del punto isoelØctrico 

El OCIF humano dimØrico recombinante purificado preparado 

como se describiO en el ejemplo 1(a) anterior, y el complejo de OCIF y sulfato 

de dextrÆn preparado en el ejemplo 1(b) anterior y el cual es designado como 

nUmero de preparación 22 en el cuadro 1, se aplicaron par separado a una 

minipreparaciOn para 1EF PAGE isoelØctrica de gel de eiectrofOresis (escala 

de pH de 3 a 10, fabricada por Iwaki Glass), usando un equipo de regutador 

de pH 3-7 IEF (Technical Frontier Co.), y se apticô un voltaje at gel de acuerdo 

at siguiente regimen: 100 V durante I hora, seguido de 200 V durante I hora, 

y por ültimo 500 V durante 30 minutos. DespuØs de concluir la electrofOresis, 

el gel resultante obtenido en cada caso tue tenido con azul de Coomassie. 

A partir de los getes de electroforesis obtenidos anteriormente, 

se determinO que el punto isoelOctrico del OCIF humano dimØrico era de 

aproximadamente 9, y el punto isoelOctrico del complejo de OCIF y sulfato de 

dextrÆn designado como nUmero de preparaciOn 22, era de aproximadamente 

6.5, comparando la posición do banda del OCIF y la del complejo de OCIF con 

marcadores de p1. 

EJEMPLO 4 

Medición tie la retación molecular de OCIF y sulfato de dextrin en un 

complejo gue comprende OCIF y sulfato de dextran 
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4(a) Preparación de una solución de abastecimiento de un 

anticuerpo monoclonal 01-4 de OCIF anti-humano marcado con łeroxidasa 

En este paso, anticuerpo monoclonal de OCIF anti-humano, tue 

marcado con peroxidasa usando un equipo de peroxidasa de râbano picante 

5 activada por maleimida enlazada a EZ (fabricado por Pierce), de acuerdo al 

protocolo II descrito anteriormente en el folleto de instrucciones provisto con el 

equipo. Los detalies de este procedimiento son los siguientes: 

Anticuerpo monoclonal 01-4 de OCIF anti-humano, tue purificado 

a partir de un cultivo de un hibridoma que produce anticuerpo 01-4 (FERM BP-

10 6419) de acuerdo al mØtodo descrito en el ejemplo 4 del documento EP-A-

0974671 (WO-A-99115691), y dituido entonces hasta una concentraciOn final 

do proteina de 1 mg/nil con regulador de pH de fosfato a 10 mM (pH 7.6). 

Se disolvió S-acetiltioacetato de N-succinimidilo (provisto en 

dicho equipo de peroxidasa de rabano picante activada por maleimida 

15 enlazada a EZ) en dimetilformamida, para dar una solución que tuviera una 

concentración de 10 mg/ml poco antes de su uso. Se aæadiO una alicuota de 4 

p1 de la misma a 1 ml de Ia soluciOn diluida preparada anteriormente que 

contenia 01-4, y la soluciOn resultante se incubô entonces a temperatura 

ambiente durante 30 minutos. Al tØrmino de este periodo, so anadieron a la 

20 misma 20 p1 de una soluciOn obtenida poco antes de que fuera necesaria, 

disolviendo 5 mg do clorhidrato de hidroxilamina en 100 p1 de regulador de pH 

de conjugaciôn con maleimida (provisto en dicho equipo do peroxidasa de 

rabano picante activada por maleimida enlazada a EZ), y (a soluciOn 

resultante se incubO a ternperatura ambiente durante 2 horas. Al tØrmino de 

25 este periodo, la mezcla de reacciOn se aplicó a una columna de desa}acion de 

poliacrilamida (10 ml, contenidos en dicho equipo de peroxidasa de râbano 

picante activada par maleimida enlazada a EZ), equilibrada previamente con 

30 ml de regulador de pH de conjugaciÆn con maleimida (provista tambiOn en 
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dicho equipo), y entonces se aplicó regulador de pH de conjugaciOn con 

maleimida a dicha columna. Se recogió el eluato en fracciones de 0.5 ml. Se 

combinaron las fracciones sOptima a dOcima que contenian a! anticuerpo. Se 

anadieron entonces 100 p1 de una solución obtenida disolviendo 5 mg de 

5 peroxidasa de rÆbano picante activada por maleimida enlazada a EZ 

(contenida en dicho equipo de peroxidasa de rÆbano picante activada por 

maleimida enlazada a EZ) en 500 p1 de agua destilada poco antes de que 

fuera necesaria, a las fracciones del eluato combinadas, y Ia mazda resultante 

se incubO a temperatura ambiente durante I horas. DespuOs de la incubacian, 

0 10 se aæadio a la misma un volumen igual de glicerol, y Ia solución obtenida de 

esta manera se almacenó a -20°C. 

La soluciOn obtenida mediante el procedimiento anterior, se usó 

como soluciOn de abastecimiento del anticuerpo monoclonal 01-4 de OCIF 

anti-humano marcado con peroxidasa (referido en lo sucesivo como "POD-01-

15 4"), yes referida mØs adelante como "solucion de abastecimiento de "POD-01 -

ES 

4(b) Cuantificación de OCIF 

� Se midio la cantidad de OCIF presente en los complejos 

20 preparados en los ejemplos I y 2 anteriores y Ia combinaciOn preparada en el 

ejemplo de referenda I siguiente, mediante prueba de inmunoabsorbente 

figado a enzima (ELIA), usando dos anticuerpos monoclonales anti-OCIF, 

siendo los detalles del procedimiento los siguientes: 

Se purificO anticuerpo monoclonal 01-26 de OCIF anti-humano a 

25 partir de un cultivo de un hibridoma que produce anticuerpo 01-26 (FERM BP-

6421), de acuerdo al metodo descrito en el ejemplo 4 del documento EP-A-

0974671 (W0-A-99/15691), y se disolviO entonces en carbonato Æcido de 

sodio a 0.1 M, para dar una solución que tuviera una concentraciOn final de 
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proteina do 5 pg/mI. Una alicuota de 100 p1 de la misma, fue transferida a 

cada cavidad do una placa de microtitulo de 96 cavidades (Maxisorp, 

fabricada por NUNC), y Ia placa fue sellada entonces e incubada a 4°C 

durante la noche. Al tØrmino de este periodo, cada cavidad fue lavada 3 veces 

5 con 250 p1 de soluciôn salina regulada en su pH con fosfato (PBS) (pH 7.4) 

conteniendo polisorbato 20 a 0.1%. Se anadieron a cada cavidad 20 p1 do una 

soluciOn do regulador do pH de dilucion [compreridiendo âcido clorhidrico-

IRIS a 0.2 M, Block Ace a 40% (adquirido de Dainippon Pharmaceutical Co., 

Ltd.) y polisorbato 20 a 0.1%; pH 7.4], y entonces Ia placa se mantuvo a 

10 temperatura ambiente durante 20 minutos para bloquear las areas de la 

cavidad no unida por 01-26. 

Las muestras por ser anadidas a las cavidades unidas a 01-26 

preparadas anteriormente, fueron diluidas do preferencia con la solución de 

regulador de pH de dilución usada anteriormente para bloquoar las cavidades. 

15 Para obtener una curva de calibraciOn, se usa coma estândar ía soluciOn do 

regulador do pH do diluciOn que contenia OCIF humano a concentraciones 

conocidas. La solucion de regulador de pH do diluciÆn se usó coma control. 

Se transfirioron 50 1.11 do cada muestra a cada cavidad. 

DespuOs do la adiciOn de las muestras a las cavidades, se 

20 aæadieron a cada cavidad 50 p1 de una solucion obtenida diluyendo Ia soluciOn 

do abastocimiento do POD-01-4 [preparada coma se describiO en el ojemplo 

4(a) anterior] 1500 veces el volumen con una so! uciOn do regulador de pH de 

diluciOn [Æcido clorhkIrico-TRIS a 0.2 M, Black Ace a 40% (adquirido de 

Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.), polisorbato 20 a 0.1% (pH 7.4)], y la 

25 placa so incubó entonces a temperatura ambiento durante 2 horas. Al tØrmino 

de esto periodo, cada cavidad fue lavada 4 veces con 250 p1 do regulador de 

pH do fosfato quo contenia polisorbato 20 a 0.1% (referido en lo sucesivo 

como "PB", pH 7.4). 
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Se mezclaron Æcido citrico a 0.1 M y fosfato Æcido disOdico a 0.2 

M, y se usaron coma una solución de substrato (pH 4.5). Una alicuota de 32.5 

ml fue transferida a un tuba de prueba, y se aæadieron a la misma 6.5 p1 de 

peroxido de hidrOgeno. Se disolvieron entonces 13 mg de una tableta de 

5 diclorhidrato de o4enilendiamina (OPD) (fabricada por Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd.), en Ia solución resultante. Se anadio una alicuota de 100 p1 de 

la misma a cada cavidad, la placa fue cubierta con hoja de alurninio, y fue 

incubada entonces a temperatura ambiente durante 15 minutos. Al tØrmino de 

este perlodo, se anadieron a cada cavidad 50 p1 de una soluciOn iriterruptora 

0 10 de reacción que comprendia agua purificada y Æcido sulfürico concentrado a 

una relaciOn de 250:50 en volumen. DespuØs de agitar suavemente ]as 

soluciones en las cavidades con un agitador (mezclador de tItulo MB-I: 

fabricado por Japan Trika), se midiO la absorbancia de cada cavidad a una 

longitud de onda de 490 nm mediante el usa de un lector de microplaca 

15 (SPECTRA FLUOR: fabricado porTECAN). 

20 

Con base en la curva de calibración obtenida como se explicó  

anteriormente a partir de la absorbancia de soluciones estandar de OCIF 

humano a concentraciones conocidas, se calculO Ia cantidad de OCIF humano 

en cada muestra. 

4(c) CuantificaciOn de sulfato de dextrÆn 

Se midio la cantidad de sulfato de dextrân en cada complejo 

producido coma se describiô en los ejemplos 1 y 2 anteriores como un azUcar 

neutro mediante el mØtodo de Æcido fenolsulfQrico, cuyos detalles son los 

25 siguientes: 

Se preparO una soluciOn que tuviera una concentración conocida 

en la escala de 10 a 60 pg/mI de DSS (fabricada per Meito Sangyo Co., Ltd.) a 

DS5000 (fabricada por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), usando una 
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sokjciOn de dfluciOn (Æcido citrico a 0.01 M, cloruro de sodio a 0.3 M, soluciOn 

acuosa de polisorbato 80 a 0.01%: pH 6.0), y se usO como solución estàridar. 

Se transfirieron 0.2 ml de cada una de las soluciones estÆndar, de muestra 0 

de diluciOn, a cada tubo de prueba. Se aæadieron a las mismas 0.2 ml de 50 

5 mg/ml de fenol acuoso, y so agitarori rapidamente. DespuØs de incubar Ia 

mezcla resultante a 60°C durante 20 segundos en an baæo de agua, se aæadió 

a (a misma 1 ml de Æcido sulfUtico concentrado. DespuOs de agitación suave 

pero rÆpida, el tubo fue incubado durante 10 minutos a temperatura ambiente, 

se agitó de nuevo rÆpidamente, y se incubO entonces durante 20 minutos a 

S10 temperatura ambiente. Al tØrmino de este perlodo, se midiO (a absorbancia de 

40 la soiuciOn en el tubo a una longitud de onda de 490 mm usando an 

espectrofotômetro (UV-240: fabricado por Shimadzu Seisakusho, K. K.). 

A partir de esta absorbancia y una curva de calibraciOn, so 

determinO el contenido de azücar neutro. El OCIF humano contiene aria 

15 cadena de azücar. Por to tanto, (a cantidad de sulfate de dextrÆn undo a OCIF 

humano en la preparación que se estaba analizando, se calculO deduciendo el 

valor del contenido de azUcar neutro de OCIF humano mismo del medido para 

0- 
cualquiera de las preparaciones que se estaban 

o 

20 4(d) CÆlculo de la relacion molecular de OCIF y sulfato de 

dextrÆn en un complelo gue comprende OCIF y sulfato de dextrÆn 

Se dividió (a cantidad de sulfato de dextrân presente en (a 

preparaciOn que se estaba analizando, determinada como se describiO en el 

ejemplo 4(c) anterior, entre la cantidad de OCIF humano presente en Ia 

25 preparaciOn que se estaba analizando, determinada como se describiô en el 

ejemplo 4(b) anterior, para dar la cantidad de sulfato de dextrÆn presente por 

I mg de OCIF humano en la preparación que se estaba analizando. 

La cifra obtenida de esta manera se usa entonces para calcular 
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6/ 

la relacion molecular de OCIF coma monómero y sulfato de dextrÆn en la 

preparaciOn que se estaba analizando, calculando el nUmero de malØculas de 

sulfato de dextrÆn por una molØcula de monómero de OCIF, con base en la 

supasición de que el peso molecular del monómero de OCIF humana es de 

5 60000, el peso molecular de DS5 es de 1950, y el peso molecular de DS5000 

410 

jul 

20 

25 

es de 5000. 

Los resultados obtenidas se muestran en el cuadro 3 siguiente: 

CIJADRO 3 

Complejo Cantidad de sulfato de 
dextrØn en el complejo 
(p/mg de OCIF) 

RelaciOn molecular de 
OCIF como monómero y 
sulfato de dextrÆn en el 
complejo 

Prep. 1 48.7 1:1.5 

Prep.2 100.2 1:3.1 

Prep.3 39.7 1:1.2 

Prep. 4 62.0 1:1.9 

Prep. 5 136.4 1:4.3 

Prep.6 60.7 1:1.9 

Prep. 7 58.5 1:1.8 

Prep.8 60.3 1:1.9 

Prep.9 67.7 1:2.1 

Prep. 10 94.3 1:2.9 

Prep. 11 63.6 1:2.0 

Prep. 12 60.8 1:1.9 

Prep. 13 144.9 1:4.5 

Prep. 14 116.4 1:3.6 

Prep. 15 126.9 1:4.0 

Prep. 16 145.0 1:4.5 

Prep. 17 116.5 1:3.6 

Prep. 18 46.0 1:1.4 

Prep. 19 61.0 1:1.9 
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CUADRO 3 (continuacion) 

Complejo Cantidad de sulfato de 
dextrÆn en el complejo 
(pglmg de OCIF) 

Relación molecular de 
OCIF como monômero 

y 

sulfato de dextràn en el 
complejo 

Prep. 20 68.3 1:2.1 

Prep. 21 110.7 1:3.4 

Prep. 22 100.3 1:3.1 

Prep. 23 65.8 1:2.1 

Prep. 24 58.2 1:1.8 

Prep. 25 43.8 1:1.4 

Prep. 26 80.1 1:2.5 

Prep. 27 61.8 1:2.0 

Prep. 28 57.1 1:1.8 

Prep. 29 69.3 1:2.2 

Prep. 30 77.1 1:2.4 

Prep. 31 34.5 1:1.1 

Prep. 32 53.0 1:1.7 

Prep. 33 47.4 1:1.5 

Prep. 34 62.2 1:2.0 

Prep. 35 96.2 1:3.0 

Prep. 36 122.5 1:3.9 

Prep. 37 67.8 1:2.1 

Prep. 38 69.5 1:2.4 

Prep. 39 78.0 1:2.5 

Prep. 40 98.4 1:3.1 

Prep. 41 161.2 1:1.9 

EJEMPLO 5 

25 Estabilidad de union entre OCIF y sulfato de dextrÆn en complejos de 

OCIF y sulfato do dextrin 

Se repitio dos veces Ia filtracion en gel de un complejo que 
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comprendla OCIF y sulfato de dextrÆn como describia en el ejemplo 4(c) 

anterior, y se midio la cantidad de sulfato de dextrÆn presente en el complejo 

obtenido despuØs de cada una de dichas filtraciones en gel. Los detalles son 

los siguientes: 

5(a) IncubaciOn de OCIF y sulfate de dextrÆn 

Se usO el procedimiento descrito anteriormente en el ejemplo 

1(b). Se disolvió OCIF humano dimØrico recombinante preparado como se 

- describiÆ en el ejemplo 1(a) anterior, en regulador de pH de fosfato de sodio a 

S10 10 mM (pH 6.0) conteniendo cloruro de sodio a 0.15 M, para dar una soluciOn 

que tuviera una concentración de OCIF de 5 mg/ml. Se disolviô DS5 en Ia 

solucion obtenida de esta manera, para dar una concentraciÆn final de DS5 de 

150 mg/ml, y entonces se aæadiO a la misma solucion de hidrôxido de sodio a 

1 N para ajustar el pH hasta 10.5. La soluciOrt resultante se incubO entonces a 

15 4°C durante 7 dIas, para dar una soluciOn que contuviera un complejo de 

OCIF dimØrico humano y DS5. 

� 5(b) Primera filtración en gel 

20 Se sometio Ia soluciOn que contenia un complejo de OCIF 

dimOrico humano y DS5 obtenida a! tØrmino de la incubaciOn en el ejemplo 

5(a) anterior a filtraciOn en gel, de acuerdo al mOtodo descrito en el ejemplo 

1(b) anterior. Se recogieron [as fracciones a un tiempo de retenciOn de 

aproximadamente 28 a 36 minutos, mientras se elula sulfato de dextrân libre 

25 no unido a OCIF, a un tiempo de retenciOn de aproximadamente 50 a 70 

ml nutos. 

5(c) Medicion del contenido de proteina 
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Se midiO Ia cantidad de proteina presente en el complejo de 

acuerdo at rnØtodo de Lowry [Lowry, 0. H. et al., J. Biol. Chem., 193, 265-275 

(1951)], de Ia manera siguiente: 

Se disolvieron en agua 0.2 g de sulfato de cobre (Ii) 

5 pentahidratado (Wako Pure Chemical) hasta un volumen final de 50 ml. Se 

disolvieron en agua 0.4 g de tartrato de sodio dihidratado (Wako Pure 

Chemical) hasta un volumen final de 50 ml. Se disolvieron en agua 20 g de 

carbonato de sodio hasta un volumen final de 100 ml. Las tres soluciones 

acuosas obtenidas de esta manera se mezclaron a una relación de 1:1:2 en 

10 volumen poco antes de su uso ((a soluciOn resultante fue referida coma la 

"solución A"). Se disolvieron en agua 10 g de dodecilsulfato de sodio (Nacalai 

Tesque Inc.) hasta un volumen final de 200 ml (la soluciOn resultante fue 

referida como la "solucion B"). Se disolvieron en agua 3.2 g de hidrOxido de 

sodio (Wake Pure Chemical) hasta un volumen final de 100 ml (La soluciOn 

15 resultante fue referida como la "soluciOn C"). Las soluciones A, B y C se 

mezclaron a una relaciOn de 1:2:1 en volumen poco antes de su use. 

Por separado, se mezclaron reactivo de Folin-Ciocalteu (Wako 

Pure Chemical) y agua a una relación de 1:5 en volumen poco antes de su 

� uso. Se disolvieron en agua 2.76 g de Æcido citrico, sal trisOdica dihidratada 

20 (Wako Pure Chemical), 0.13 g de Æcido cItrico monohidratado (Wako Pure 

Chemical), 17.5 g de cloruro de sodio y 0.1 g de polisorbato 80, hasta an 

volumen final de I litro (pH 6.9), para dar una solución referida como la 

"soluciOn de dilucion". 

Se anadieron 9.5 ml de soluciOn de diluciOn a 500 p1 de una 

25 soluciOn estÆndar de albUmina de suero de bovino (Pierce Co. Ltd.) 

conteniendo 2 mg/ml de albümina de suero de bovine (referida como "BSA") 

en cloruro de sodio acuoso a 0.9% conteniendo azida de sodio a aria 

concentraciOn menor de 0.1%, para dar una soluciOn referida como la 
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"soluciôn de 100 pg/rn de BSA". Se aæadieran 3.5 ml, 3 ml, 2.5 ml o 2 ml de 

soluciôn de diiución a 1.5 ml, 2 ml, 2.5 ml 63 ml de soluciOn de 100 pg/mI de 

BSA, respectivamente, para dar saluciones referidas coma "soluciOn de 30 

pg/mi de BSA", "so!ución de 40 pg/mI de BSA", "salución de 50 pg/mI de BSA" 

5 y "soluciôn de 160 pg/mi de BSA", respectivamente. Se anadieron 3 ml de 

solución de diluciÆn a 1.5 ml de soiución de 60 pg/mI de BSA, para dar una 

solucióri referida coma "solución de 20 pg/mI de BSA". 

La muestra cuyo contenido de protelnas se debla determinar, se 

diluyO con soluciOn de diluciOn para dar una soiuciOn con una concentración 

10 final de protelna de aproximadamente 40 pg de proteina por 1 ml. Se 

� transfirieron a un tuba de prueba I ml de soluciOn de 20 pg/mI de BSA, 

solución de 30 pg/mI de GSA, solucióri de 40 pg/mI de BSA, soluciOn de 50 

pg/mi de BSA, solución de 60 pg/mi de BSA, muestra diiuida a soluciÆn de 

diluciOn (n = 3), y se aæadieron a las mismas 1 ml de reactivo tie cobre 

15 alcalino, y la salucion resultante se mezclo y se incubO a temperatura 

ambiente durante 10 minutos. Se anadieron entances 0.5 ml del reactiva de 

Folin-Ciacalteu diluida, y la solución resultante se mezclo y se incubO a 

4 temperatura ambiente durante 30 minutas. Al tØrmino de este periodo, se 

midiô la absorbancia de cada mezcla a una langitud de onda tie 750 nm 

20 usando una celda hecha de cuarzo cuyo ancho era de 10 mm, usando un 

espectrofotómetra de luz ultravioleta (Lambda 20: Perkin Elmer Co. Ltd.). 

DespuØs, se calculÆ Ia cantidad de prateina contenida en la muestra can base 

en una curva de calibracion praducida usando las absorbancias de las 

soluciones de BSA estÆndar (coma un valor reducida hasta una cantidad de 

25 GSA). 

5(d) CuantificaciOn de suifato de dextrÆn 

Se midió Ia cantidad de sulfata de dextrin unida a OCIF hurnano 
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en el complejo que se habia obtenido despuØs de Ia primera filtracion en gel 

en el ejemplo 5(b) anterior, usando el procedimiento descrito en el ejemplo 

4(c) anterior 

5 5(e) Segunda filtración en gel 

Se transfirieron las fracciones recogidas combinadas obtenidas 

en el ejemplo 5(b) anterior a dos unidades de filtraciOn Centriprep (YM-30, 

limitaciOn de peso molecular 30000, Millipore Amican Co., Ltd.), y se 

centrifugaron a 2000 rpm durante 20 minutos usando una centrifuga 

10 (himacCl60, Hitachi Seisakusho Co. Ltd.). Se recogieron y combinaron las 

soluciones coricentradas no filtradas obtenidas de las dos unidades de 

filtracion Centriprep. La solución resultante se sometiO a filtraciOn en gel como 

se describiO en el ejemplo 1(b) anterior, y se recogieron y combinaron las 

fracciones a un tiempo de retención de aproximadamente 28 a 36 minutos. 

15 DespuØs, se midió el contenido de proteina y azUcar en el complejo presente 

en las fracciones combinadas coma se describió en los ejemplos 5(c) y 5(d) 

anteriores. 

� 5(f) Tercera filtraciOn en gel 

20 Se transfirieron las fracciones recogidas combinadas obtenidas 

en el ejemplo 5(e) anterior a dos unidades de filtracion Centriprep (YM-30, 

corte de peso molecular 30000, Millipore Amican Co., Ltd.), y se centrifugaron 

a 2000 rpm durante 20 minutos usando una centrifuga (himacCT60, Hitachi 

Seisakusho Co. Ltd.). Se recogieron y combinaron las solucianes 

25 concentradas no flitradas obtenidas de las dos unidades de filtraciOn 

Centriprep. El concentrado obtenido se sometió a filtracion en gel como se 

describió en el ejemplo 1(b) anterior, y se recogieron y combinaron las 

fracciones a un tiempo de retenciOn de aproximadamente 28 a 36 minutos. 
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DespuØs, se midió el contenido de proteIna y azücar en el complejo presente 

en las fracciones combinadas como se describió en los ejemplos 5(c) y 5(d) 

anteriores. 

5(g) CÆlculo de la relacion molecular de OCIF: sulfato de dextran 

Se calculO la relaciOn molecular de OCIF como monómero: 

sulfato de dextrÆn presente en el complejo contenido en las fracciones 

obtenidas despuØs de la primera filtración en gel en el ejemplo 5(b) anterior, la 

segunda filtración en gel en el ejemplo 5(e) anterior, y Ia tercera flltraciOn en 

gel en el ejemplo 5(f) anterior, de acuerdo al ejemplo 4(d) anterior. Los 

resultados obtenidos se resumen en el cuadro 4 siguiente: 

CUADRO 4 

Filtración en gel Relación molecular de OCIF como monOmero: 
sulfato de dextrân en el complejo 

Prirnera 1:2.2 
Segunda 1:2.3 
Tercera 1:2.1 

SerÆ inmediatamente evidente a partir de lo anterior, que la 

relación molecular de OCIF: sulfato de dextrÆn en el complejo de la presente 

invenciOn, es notablemente constante en las tres filtraciones en gel, indicando 

el alto grado de estabilidad de la union entre el OCIF y el sulfato de dextrÆn en 

los complejos de la presente invenciOn. 

EJEMPLO 6 

Grado de adsorción de un complejo de OCIF y sulfato de dextrin a una 

columna de heparina entrelazada 

6(a) Cromatocirafia de columna de heparina 
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Todos los procedimientos de cromatografia de columna en este 

ejemplo se lievaron a cabo a una velocidad de flujo de 4 ml por minuto. 

Una columna de heparina entrelazada (columna HP de heparina 

HiTrap, lote 289212, Amersham Pharmacia Biotech) fue preequilibrada con 5 

ml de regulador de pH de fosfato de sodio a 10 mM conteniendo cloruro de 

sodio a 0.7 M. Se tomô una preparación del cuadro 1 del ejemplo 1, y se 

diluyô hasta una concentración final de proteina de 0.1 mg/ml con regulador 

de pH de fosfato de sodio a 10 mM conteniendo cloruro de sodio a 0.7 M. Se 

aplicó I ml de Ia solución diluida obtenida de esta manera a dicha columna, y 

10 se recogiO 1 ml de un primer eluato (fraccion A). DespuOs, se aplicaron 5 ml 

de regulador de pH de fosfato de sodio a 10 mM conteniendo cloruro de sodio 

a 0.7 M a dicha columna, y se recogieron 5 ml de un segundo eluato (fracciOn 

B). Por Ultimo, se aplicaron 4 ml de regulador de pH de fosfato de sodio a 10 

mM conteniendo cloruro de sodio a 2 M a dicha columna, y se recogieron 4 ml 

15 de un eluato (fracciOn C). 

6(b) Medición de la cantidad de OCIF en el eluato 

4 Se transfirieron 100 p1 de carbonato Æcido de sodio a 0.1 M (pH 

S9.6), en el cual se disolviO un anticuerpo monoclonal 01-19 de OCIF anti-

20 humano (FERM BP-6420), a una concentración de 10 pg por ml, a cada 

cavidad de una placa de microtItulo de 96 cavidades (Maxisorp: NUNC Co. 

Ltd.). La placa fue sellada e incubada entonces a 4°C durante Ia noche. Al 

tØrmino de este perlodo, la solución en cada cavidad se removió mediante 

decantacion, se anadieron a cada cavidad 300 p1 de Block Ace a 50% 

25 (adquirido de Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.), y entonces la placa se 

incubO a temperatura ambiente durante 2 horas. DespuØs de remover la 

solucian en cada cavidad, cada cavidad fue lavada 3 veces con 300 p1 de PBS 

(pH 7.4) conteniendo polisorbato 20 a 0.1% usando un SERA WASHER MW-



96R (Bio Tec Co. Ltd.). 

DespuØs de preparar las cavidades como se describio 

anteriormente, se diluyeron 20 p1 de cada uno de los tres eluatos (fracciones 

A, B y C) obtenidos en el ejemplo 6(a) anterior, hasta un volumen final de 120 

5 p1 con HCI-TRIS a 0.2 M (pH 7.4) conteniendo Block Ace a 40%, 10 pg/mI de 

inmunoglobulina G de ratôn y polisorbato 20 a 0.1%, y se diluyeron entonces 

con el mismo volumen de agua pura. Al mismo tiempo, se disolvió una 

cantidad conocida de OCIF humano en 120 p1 de HCI-TRIS a 0.2 M (pH 7.4) 

conteniendo Block Ace a 40%, 10 pg/mI de inmunoglobulina G de ratôn y 

* 10 polisorbato 20 a 0.1%, y se diluyó entonces con el mismo volumen de agua 

pura. La soluciOn obtenida de esta mariera se usO como estÆndar. 

Se anadierort 100 p1 de cada uno de los eluatos diluidos y del 

estandar a una cavidad de cada una de las placas de microtItulo preparadas 

previamente descritas anteriormente, y entonces ía placa se incubO a 

15 temperatura ambiente durante 2 horas con mezclado suave usando un 

mezclador de microplaca (NS-P: luchi Seiei-Do, Co Ltd.,). Al tØrmino de este 

periodo, la soluciOn se removió de cada cavidad, y entonces cada cavidad se 

lava 6 veces con 300 p1 de PBS (pH 7.4) conteniendo polisorbato 20 a 0.1%, 

� usando un SERA WASHER MW-96R (Bio Tec Co Ltd.). Se anadieron 

20 entonces a cada cavidad 100 p1 de HCI-TRIS a 0.1 M (pH 7.4) conteniendo 

Block Ace a 25%, 10 pg/mI de inmunoglobulina G de ratOn y polisorbato 20 a 

0.1%, a Ia cual se habIa aæadido la soluciOn de abastecimiento de POD-01-4 

preparada en el ejemplo 4(a) anterior, para dar una solución a 0.01% 

(volumen par volumen), y la placa se incubO a temperatura ambiente durante 

25 2 horas con mezclado suave usando el mismo mezclador de microplaca. 

Despues de remover la solución en cada cavidad, la cavidad se lavO 6 veces 

con 300 p1 de PBS (pH 7.4) conteniendo polisorbato 20 a 0.1% usando un 

SERA WASHER MW-96R (Bio Tec Co Ltd.). 
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DespuØs de que las cavidades fueron tavadas, se anadieron a 

cada cavidad 100 p1 de reactivo soluble de 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina (TMB) 

(Scytek Co Ltd.), y la piaca Se incubO entonces a temperatura ambiente 

durante 10 a 15 minutos con mezclado suave, usando el mismo mezcladorde 

5 microplaca anterior. Al tØrmino de este periodo, se anadieron a cada cavidad 

100 p1 de regutador de pH de detenciÆn TMB (Scytek Co Ltd.). DespuØs de 

mezclar la placa suavemente con el mezclador de microplaca durante 

aproximadamente 1 minuto, se midió  la absorbancia de cada cavidad a una 

longitud de onda de 450 nm usando un lector de microplaca (SPECTRA 

* 10 THERMO: TECAN Co. Ltd.). Se calculO entonces la cantidad de OCIF 

conterildo en cada una de las fracciones A, B y C [designadas como (a), (b) y 

(c)}, con base en una curve de calibraciOn preparada graficando la 

absorbancia de cada estÆndar descrito anteriormente contra la concentración. 

Se calculO entonces el grado de absorciôn del complejo de OCIF y sutfato de 

15 dextrÆn puesto a prueba a la columna de heparina entrelazada, de acuerdo 

con la formula siguiente: 

(c) 

� 

Los resultados se resumen en el cuadro 5 siguiente pare 7 de los 

20 comptejos preparados an el ejempto 1 anterior. Se da tambiOn el resuttado 

correspondiente pare OCIF sin combiner. Como se puede observar a partir del 

cuadro, el OCIF sin combinar se une mÆs fuertemente a Ia columna de 

heparina que los complejos de Ia presente invención. Se encontrO tambien 

que los comptejos de la presente invenciOn se pueden caracterizar ademÆs 

25 por su grado de adsorción a la columna de heparina entrelazada. 
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PreparaciOn Grado de adsorciÆn del complejo 
de OCIF/DS a una columna de 
heparina entrelazada 

Prep. 6 0.451 
Prep.7 0.183 
Prep.8 0.153 
Prep. 22 0.264 
Prep. 24 0.072 
Prep. 25 0.611 
Prep. 27 0.141 
OCIF 0.998 

EJEMPLO 7 

Detección inmunolóciica de un complejo de OCIF/sulfato de dextrin 

7(a) Medicióri de la  cantidad de proteina 

Se determinO la cantidad de proteina contenida en una 

preparaciOn compleja del ejemplo I anterior, de acuerdo al mOtodo descrito en 

el ejemplo 5(c) anterior. 

7(b) Medición inmunolóciica de Ia cantidad de OCIF 

Se determinó la cantidad de OCIF contenido en una preparaciOn 

compleja del ejemplo I anterior determinada mediante medics inmunologicos, 

mediante Ia tOcnica de ELISA descrita en el ejemplo 6 anterior. 

7(c) CÆlculo de la velocidad de detecciOn inmunolOdca 

Se dividiô el valor obtenido en el ejemplo 7(b) anterior entre el 

valor correspondiente obtenido en el ejemplo 7(a) anterior, y el valor resultante 

obtenido de esta manera fue referido como ’la velocidad de deteccion 

inmunologica". 
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Las resultados se resumen en el cuadro 6 siguiente. Se da 

tambien el resuttado correspondiente para OCIF sin combinar. Se encontrô 

tambien que los complejos de la presente invenciOn se pueden caracterizar 

ademÆs por su velocidad de detecciOn inmunoiOgica. 

CUADRO 6 

Preparación Velocidad de detección inmunolOgica 
del complejo de OCIF/DS 

Prep. 6 1.07 
Prep. 7 0.74 
Prep. 8 0.88 
Prep. 22 1.06 
Prep. 24 1.02 
Prep. 25 0.87 
Prep. 27 1.04 
OCIF 1.06 

EJEMPLO DE REFERENCIA I 

Preparación de una combination de OCIF y sulfato de dextrÆn 

Se preparó una combinaciOn de OCIF y sal sOdica de sulfato de 

dextrÆn (peso molecular de 5000 ó 10000) de Ia manera siguiente, usando el 

procedimiento descrito en el ejemplo I del documento EP-A-1 127578 (WO-A-

2000/24416). 

Se disolviO OCIF humano dimØrico purificado teniendo un peso 

molecular de aproximadamente 120000, preparado coma se describio en el 

ejemplo 1(a) anterior, en solución de regulador de pH de fosfato de sodio a 10 

mM (pH 6.0) conteniendo cloruro de sodlo a 0.15 M y polisorbato 80 a 0.01%, 

para dar una soluciOn que tuviera una concentraciOn de OCIF de 0.25 mg/ml. 

Se disolviô DS5000 (fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) 

descrito en el ejemplo 2 anterior, o sat sódica de sulfato de dextrÆn teniendo 

un peso molecular de 10000 (fabricada por Wako Pure Chemical Industries, 
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Ltd., referida en Ia sucesivo como "DS10000"), en la soluciOn acuosa 

resultante, para dar una soluciOn que tuviera una concentración final de la sal 

sOdica de sulfato de dextrÆn de I O 4 mg/ml, y entonces se aæadio a la misma 

hidroxido de sodio para dar un pH final de 7. Las soluciones acuosas 

5 obtenidas de esta manera se incubaron a 4°C durante 24 horas, para dar las 

preparaciones deseadas que contuvieran OCIF y DS5000 o DS10000, las 

cuales se usaron entonces con fines de comparaciOn en el ejemplo de prueba 

I anterior. 

Las candiciones de preparaciOn para cada cornbinaciOn se 

I10 resumen en el cuadro 7 siguiente: 



r*i 

5 

10 

15 

&i1 

CUADRO 7 

Nómero de 
preparaciôn_______________ 
de referenda 

Sulfato de dextrÆn ConcentraciOn 
de OCIF 
(mg/ml) 

Temp. 
(°C) 

pH Tiempo de 
incubación 
(horas) Tipo Conc. 

(mg/mi  
Prep. de ref. 1 DS5000 4 0.25 4 7 24 
Prep. de ref. 2 DS10000 1 0.25 4 7 24 

EJEMPLO DE PRUEBA I 

Mecficiôn de la  concentración en suero de complejos que comprenden 

OCIF y sulfato de dextrin 

1(a) inyección y colecta de sangre 

Se hizo que se abstuvieran de ailmentarse durante la noche 

ratas hembras Wistar de 5 semanas (teniendo un peso corporal de 

aproximadamente 100 g). Se diluyó la preparaciOn de OCIF y suifato de 

dextrÆn preparada en el ejemplo 1, ejemplo 2 O ejemplo de referenda 1 que 

debia ser puesta a prueba, hasta una concentración de 0.25 mg/ml con PBS 

(pH 7.4) conteniendo polisorbato 80 a 0.01%, para preparar una soluciôn 

inyectabie, la cual se administrO entonces a la cola de una de las ratas de 

prueba mediante una vena en una sola dosis a un nivel inyectado de 2 ml/kg 

de peso corporal. Seis horas despuOs de Ia administración, se extrajo sangre 

del corazón de  la rata. 

1(b) Fraccionamiento del suero 

OespuØs de dejar que la sangre recogida en el ejemplo 1(a) 

anterior se coagulara a temperatura ambiente durante 30 minutos, se obtuvo 

suero de la misma como sobrenadante rnediante centrifugaciOn de la sangre a 

14000 rpm durante 3 minutos, usando un rotor con un diÆmetro de 10 cm. 



1(c) CuantificaciOn de OCIF en el suero 

100 p1 de una soluciOn en donde se disolvió anticuerpo 

monoclonal 01-19 de OCIF anti-humano (vease el documento EP-A-

5 09746711W0-A-99/15691) en soluciÆn de carbonato Æcido de sodlo a 0.1 M 

hasta una concentraciOn final de OCIF de 10 pg/mI, se aæadieron a cada 

cavidad de una placa de microtItulo de 96 cavidades (Maxisorp: fabricada por 

NUNC), y entonces Ia placa fue sellada y se dejO que reposara durante la 

noche a 4°C. La solución de anticuerpos se removiO entonces mediante 

* 10 decantaciOn, y se anadieron a cada cavidad 300 p1 de una soluciOn de 

regulador de pH de bioqueo (Block Ace a 50%: adquirido de Dairiippon 

Pharmaceutical Co., Ltd.), y entonces la placa se dejO reposando a 

temperatura ambiente durante 2 horas. Al tØrmino de este periodo, cada 

cavidad fue lavada tres veces con 300 p1 de PBS (pH 7.4) conteniendo 

15 polisorbato 20 a 0.1%. 

Se anadieron 100 p1 de agua purificada y 120 p1 de una solución 

de regulador de pH de dilución [composicion: Æcido clorhidrico-TRIS a 0.2 M, 

Block Ace a 40% (adquirida de Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.), 10 pg/mI 

� de inmunoglobulina G de ratOn y polisorbato 20 a 0.1%: pH 7.41, a 20 p1 del 

20 suero que se debla poner a prueba y que fue recogido como se describiO en el 

ejemplo 1(b) anterior, y esto se mezcló. Como control, se anadieron 100 p1 de 

agua purificada y 120 p1 de regulador de pH de diluciOn conteniendo dimero 

de OCIF humano a una concentraciOn conocida, a 20 p1 de agua destilada, y 

se mezclaron. 

25 100 p1 de cada una de las preparaciones de suero obtenidas de 

esta manera se anadieron a cada cavidad, y se dejo entonces que la placa 

reposara a temperatura ambiente durante 2 horas. Cada cavidad fue lavada 

seis veces despuOs de que la reacciOn concluyó, con 300 p1 de una solución 
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que contenia polisorbato 20 a 0.1% (pH 7.4). Se aæadieron entonces a cada 

cavidad 100 p1 de una soluciOn obtenida diluyendo 1000 veces ía solución de 

abastecimiento de POD-0I-4 obtenida en el ejemplo 4(a) anterior, con una 

solución de diluciOn [comprendiendo Æcido clorhidrico-TRIS a 0.1 M, Block 

5 Ace a 25% (adquirida de Dainippon Pharmaceutical Co., Ltd.), 10 pg/mI de 

inmunoglobulina G de ratOn y polisorbato 20 a 0.1% (pH 7.4)J, y ía placa se 

dejO reposando a temperatura ambiente durante 2 horas. 

Al tØrmino de este periodo, cada cavidad fue lavada 6 veces con 

300 p1 de PBS (pH 7.4) conteniendo polisorbato 20 a 0.1%. Se aæadieron 

10 entonces a cada cavidad 100 p1 de una solucion de sustrato (reactivo soluble 

de TMB: fabricado por Scytek), y la placa se dejó reposando a temperatura 

ambiente durante 10 a 15 minutos. Se anadieron entonces a cada cavidad 

100 p1 de una solución interruptora de reacción (regulador de pH de detenciOn 

de TMB: fabricado por Scytek). 

15 DespuOs de agitaciOn suave usando una mâquina de agitacion 

(mezolador de microplaca NS-P: fabricado por luchi Seiei-Do Co. Ltd.), se 

midió Ia absorbancia de cada cavidad a una longitud de onda de 450 nm 

usando un lector de microplaca (SPECTRA THERMO: fabricado por TECAN). 

� Se calculO entonces ía concentraciOn de OCIF en el suero puesto a prueba a 

20 partir de una curva de calibracion creada usando la soluciôn de OCIF 

estÆndar. La dosis se calculó como la dosis de OCIF por kg de peso corporal 

(mg/kg), midiendo la concentraciôn de OCIF en cada inyecciôn preparada en 

1(a) en forma similar al caso del suero. 

25 1(d) ConcentraciOn del suero 

Se cuantificO para cada muestra el OCIF en el suero obtenido en 

el inciso 1(b) anterior, de acuerdo al metodo descrito en el inciso 1(c) anterior. 

Los resultados se dan en el cuadro 8 siguiente: 
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CUADRO 8 

Preparaciôn Dosis (mg/kg de 
0GW) 

Concentracion del 
suero (zig/mi de 
OCIF) 

Concentraciôn en 
suero corregida* 
(ng/mI de OCIF) 

Prep. 1 0.5 213  
Prep. 2 0.5 350  
Prep.3 0.5 191  
Prep. 4 0.5 370  
Prep. 5 0.5 305  
Prep. 6 0.5 209  
Prep. 7 0.5 371  
Prep. 8 0.5 571  
Prep. 9 0.5 164  
Prep. 10 0.5 174  
Prep. 11 0.5 235  
Prep. 12 0.5 249  
Prep. 13 0.5 177  
Prep. 14 0.5 271  
Prep. 15 0.5 313  
Prep. 16 0.5 359  
Prep. 17 0.5 269  
Prep. 18 0.6 400 351 
Prep. 19 0.4 526 614 
Prep. 20 0.4 553 760 
Prep. 21 0.1 

- 

132 611 
Prep. 22 0.6 752 651 
Prep. 23 0.5 340  
Prep. 24 0.5 830  
Prep. 25 0.5 165  
Prep. 26 0.5 574  
Prep. 27 0.5 584  
Prep. 28 0.5 228  
Prep. 29 0.5 231  
Prep. 30 0.5 620  
Prep. 31 0.5 338  
Prep. 32 10.5 774 
Prep. 33 10.5 879  

CUADRO 8 (continuación) 

PreparaciOn 
OCIF)suero 
Dosis 

(mg7114

ConcentraciOn del 
(ng/mI de 

OCIF) 

’ConcentraciOn en 
suero corregida* 
(p/mIdeOCIF) 

Prep. 34 0.5667Prep.
 35 0.2318 795 

Prep. 36 0.1  570 
Prep. 37 0.5 535  
Prep. 38 0.4 631 789 
Prep. 39 0.5 366  
Prep. 40 0.5 423  
Prep. 41 0.4 423 508 
Prep. de ref. 1 0.5 75  
Prep. de ref. 2 0.5 24  



II 
RVA 

5 *La concentración en suero corregida es la concentraciOn de 

OCIF en suero, cuando se convierte la dosis de OCIF por kg de peso corporal 

a 0.5 mg/kg. 

Como se muestra en el cuadro 8, las concentraciones en suero 

0- 10 de las preparaciones de la presente invención administradas a una dosis de 

it 0.5 mg/kg de peso corporal, 6 horas despuOs de la administracion, fueron 2.2 

a 11.7 veces mayores que las obtenidas despues de Ia administraciOn en la 

preparacion de referencia I con la misma dosis. 

15 Ventajas provistas por la invenciOn 

Como se demostró anteriorrnente, los comple.jos de Ia presente 

invenciOn que comprenden por lo menos un OCIF, un analogo o una variante 

del mismo, y por lo menos un polisacÆrido o una variante del mismo, son 

retenidos en la sangre despuØs de su administraciôn a una concentraciOn 

20 sign ificativamente mayor, cuando se comparan con combinaciones conocidas 

que contienen OCIF y polisacÆridos, tales como los que se describen en el 

documento WO-A-2000/24416. Los complejos de Ia presente invención son 

ütiles para prevenir o tratar varias enfermedades metabolicas Æseas tales 

como osteoporosis, hipercalcemia, metastasis Utica ósea, pOrdida de hueso 

25 debida a artritis reumatoide, osteopenia debida a medicaciOn de esteroides, 

mieloma mUltiple, osteopenia o hipercalcemia debidas a disfuncion renal, 

osteodistrofia renal, osteoartritis, y similares. 
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<400> 1 

Met Asn Mn Let Let Cys Cys Ma Leu Vat Phe Let Asp lie Set Ito 
-20 -15 -10 

Lys Trp Thr Thr Gin Cit Thr Pbs Pro Pro Lys Tyr Let His flrr Asp 
-5 -i 1 5 10 

25 
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Gin Gin mc Set His 0th Lou LOU Cys Asp Lye Cys Pro Pro Gly Th-
is 20 25 

Tyr Len Lye Gin His eye mc Ala Lye ftp Lye Thr Val Cys Ala Pro 
30 35 40 

eye Pro Asp His Tyr Tyr mc Asp Sn ftp His Thr Per A89 Gin Cys 

5 45 50 55 

Len Tyr Cys Per Pro Vat Cys Lye We Lou Gin Tyr Vat Lye Gin Gin 
60 65 70 15 

eye Mn Mg Thr His Ass Mg Vat eye Gin Cys Lye Gin Giy Mg Tyr 
80 85 90 

Len Gin tie Gin She Cys Len Lye His Arp Per eye Pro Pro Gly Phe 
95 100 105 

Gly Vat vat His Ala Sly ftc Pro Gin Mg Mn ml? Vat eye 178 Mg 
110 115 120 

Cys Pro Asp Gly Phe Pile Her aen Gin mc Per Set Lye Ala ho Cys 
125 130 135 

ng LyC HIS TIlt ASS Cys Set Vat Pile Sly Lou Lou Len ftc Gin Lye 
140 145 150 155 

Gly Ass Ala ftc His Asp Mn tie Cys Per Lily Ass Her Gin Her Thr 
160 165 170 

Gin Lye CyS City tie Asp Vat Thr Len Cys Gin Gin Ala Pile PS Mg 
175 180 185 

Pile Ma Vat no Tilt Lye Pile Tilt Pro Ass ftp Len Per Val Len yeA 
190 195 200 

Asp Ass Len Pro GAy Tin? Lye ’tel Mn Ala Gin Per Vat Gin Mg tie 
205 210 215 

Lye Mg Gin His Her Sec Gin Gin Gin Tint Pile ala Lou Len Lye Len 
320 225 230 235 

Trp Lye His Gin Mr. Lye Asp Gin Asp lie Vat Lye Lye tie tie Gin 
240 245 250 

Asp tie Asp Len Cys Gin Ass Set ’tel Gin Mg His tie Sly His Ala 
255 260 265 

Mn Len itt Plie Gin GIG Len Mg Per Lou Met Gin Her Lou Pro (fly 
270 275 280 
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10, 

w 

Lye Lye Val lily Ala Glu Asp lie Glu Lye Thr lie Lye Ala Cys Lye 

285 290 295 

Pro Car Asp Gin Ile Lea Lye Lea Len Per Lea Trp Mg tie Lye ken 

300 305 310 315 

Sly Asp Gin Asp Thr Lou Lye lily Lou Met His Ala Lou Lye His Car 

320 325 330 

Lye Thr Tyr His Phe Pro Lye Thr Val Thr Gin Set Lea Lys Lye itt 

335 340 345 

Ile Mg Phe Lea His Set Phe Thy Met Tyr Lye Lea Tyr Gin Lye Lea 

350 355 360 

Phe Len Glu Met lie lily ken Gin Val Gin Set Val Lye lie Set cys 

365 370 375 

10 Len 
380 
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REIVINDICACIONES 

1.- Un complejo que compronde por to menos una sustancia 

seleccionada del grupo que consiste do factor inhibidor do osteoclastogØnesis 

5 (OCIF), anÆlogos del mismo y variantes del mismo, caracterizado porque so 

une a por lo menos una sustancia seleccionada del grupo quo consiste de 

polisacÆridos y derivados do los mismos. 

2.- El complejo do conformidad con la reivindicación 1, 

caracterizado ademÆs porque dicha sustancia seleccionada del grupo quo 

4 10 consiste do OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo, es de tipo 

natural o do tipo recombinante. 

3.- El complejo de conformidad con las reivindicacionos 1 O 2, 

caracterizado ademÆs porque dicha sustancia seleccionada del grupo que 

consiste do OCIF, anälogos del mismo y variantes del mismo, es un 

15 monÆmero o un dimero. 

4.- El complejo de conformidad con la reivindicaciOn 3, 

caracterizado ademÆs porque dicha sustancia seleccionada del grupo quo 

consiste do OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo, es OCIF 

monomOrico humano que tiene un peso molecular, medido mediante SDS-

20 PAGE bajo condiciones no reductoras, do aproximadamente 60000, u OCIF 

dimOrico humano quo tiene un peso molecular de aproximadamente 120000, 

medido mod lante SDS-PAGE bajo condicionos no reductoras. 

5.- El complejo de conformidad con cualquiera do las 

reivindicacionos 1 a 4, caracterizado ademØs porque dicho OCIF compronde 

25 los aminoÆcidos -21 a +380 de SEQ. ID. NO: I del tistado do secuencias. 

6.- El complejo do conformidad con cualquiera do las 

reivindicaciones 1 a 4, caracterizado ademÆs porque dicho OCIF comprondo 

los aminoacidos +1 a +380 de SEQ. ID. NO: 1 del listado de secuencias. 
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7.- El complejo de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones I a 6, caracterizado ademas porque dichos polisacÆridos y 

derivados de los mismos se seleccionan del grupo que consiste de Æcido 

hialuróriico, Æcido condroitinsulfUrico, Æcido de dermatÆn, Æcido de heparitina, 

5 àcido de queratÆn, carragenina, pectina, heparina, dextrÆn, y derivados de los 

mismos. 

8.- El complejo de conformidad con Ia reivindicaciOn 7, 

caracterizado ademÆs porque dichos derivados de polisacarido se seleccionan 

de sulfato de dextrÆn y sales del mismo. 

4 10 9.- El complejo de conformidad con la reivindicaciOn 8, 

caracterizado ademÆs porque dicho derivado de polisacÆrido, es una sal 

sOdica de sulfato de dextrÆn. 

10.- El complejo de conformidad con Ia reivindicaciOn 9, 

caracterizado ademØs porque el peso molecular promedio de dicho sulfato de 

15 dextrÆn es de 1500 a 12000. 

11.- El complejo de conformidad con la reiviridicaciOn 9, 

caracterizado ademÆs porque el peso molecular promedio de dicho sulfato de 

dextrÆn es de 1800 a 6000. 
WO 

12.- El complejo de conformidad con cualquiera de las 

20 reivindicaciones I a 11, caracterizado ademÆs porque la relaciOn molecular de 

dicha sustancia seleccionada del grupo que consiste de OCIF, anÆlogos del 

mismo y variantes del mismo: dicha sustancia seleccionada del grupo que 

consiste de polisacÆridos y derivados de los mismos, es de 1:1 a 1:10. 

13.- El complejo de conformidad con la reivindicacion 12, 

25 caracterizado ademâs porque dicha relaciOn molecular es de 1:1 a 1:8. 

14.- El complejo de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones I a 13, caracterizado ademÆs porque la fuerza de adsorciOn 

de dicho complejo que comprende OCIF o un anÆlogo o variante del mismo a 
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la heparina, es menor que la fuerza de adsorciOn del OCIF libre, sin combinar, 

o ariÆlogo o variante del mismo. 

15.- El complejo do conformidad con la reivindicaciOn 14, 

caracterizado ademÆs porque el grado de adsorciOn a la heparina, calculado 

5 de acuerdo at siguiente procedimiento, es menor de 0.7: (a) una columna 

empacada con perlas de agarosa entrelazadas sobre las cuales la heparina 

ha sido inmovilizada, es equifibrada con in regulador do pH do baja 

resistencia iOnica que contiene cloruro de sodlo de 0.1 a 0.8 M; (b) el complejo 

que està siendo puesto a prueba se disuelve en et mismo regulador de pH de 

10 baja resistencia iOnica usado en (a) y se aplica a la columna, y se recoge 

entonces un primer eluato (fracciOn A); (c) la columna se lava entonces 

adicionalmente con of mismo regulador do pH de baja resistencia iOnica usado 

en el paso (a), y se recoge un segundo eluato (fracciOn B); (d) la columna se 

lava entonces con un regulador de pH que tiene una alta resistencia iOnica, 

15 conteniendo cloruro de sodio de 1.0 a 2.0 M, y se recoge entonces un tercer 

eluato (fracciOn C); (e) la cantidad del complejo presente en cada una de las 

fracciones A, B y C [designadas como (a), (b) y (c), respectivamente], se 

$ 

determina mediante un inmunoensayo; y (f) el grado do adsorciOn del 

complejo a la heparina se determina entonces de acuerdo a la siguiente 

20 formula: 

grado de adsorciOn = (c) 

(a)+ (b) + (c) 

16.- El complejo de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones I a 15, caracterizado ademäs porque comprende un OCIF o 

25 un analogo o variante del mismo y sulfato de dextrOn o una sal del mismo, en 

donde la relación del nUmero de moleculas de dicho OCIF o anÆlogo o 

variante del mismo presente en dicho complejo, segUn se determina mediante 

prueba de inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) usando anticuerpo 
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monoclonal 01-19 de OCIF anti-humano purificado a partir de un cultivo de un 

hibridoma que produce anticuerpo 01-19 (FERM BP-6420) como el anticuerpo 

unido a la fase sOlida, y anticuerpo monoclonal 01-4 de OCIF anti-humano 

purificado a partir de un cultivo do un hibridoma que produce anticuerpo 01-4 

5 (FERM BP-6419) marcado con peroxidasa en Ia fase móvil: el nUmero de 

molOculas de OCIF o anØlogo o variante del mismo presente en dicho 

complejo, segUn so determina midiendo el contenido total de proteina usando 

el mØtodo de Lowry, es de por lo menos 0.5 a 1.2. 

17.- El complejo de conformidad con la reivindicación 16, 

* 10 caracterizado ademÆs porque dicha relaciôn es de 0.6 a 

18.- El complejo de conformidad con la reivindicación 16, 

caracterizado ademÆs porque dicha relaciôn es de 0.7 a 1.1. 

19.- El complejo de conformidad con Ia reivindicacion 1, 

caracterizado ademÆs porque dicha sustancia seleccionada del grupo que 

15 consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo es OCIF 

monomØrico humano que tiene un peso molecular, medido mediante SDS-

PAGE bajo condiciones no reductoras, de aproximadamente 60000, u OCIF 

dimØrico humano que tieno un peso molecular de aproximadamente 120000, 

� medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, y dichos 

20 polisacÆridos y derivados de los mismos so seleccionan del grupo que 

consiste de Æcido hialuronico, Æcido condroitinsulfUrico, Æcido de dermatÆn, 

Æcido de heparitina, Æcido de queratÆn, carragenina, pectiria, heparina, 

dextrÆn, y derivados de los mismos, Ia relación molecular de dicha sustancia 

seleccionada del grupo que consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes 

25 del mismo: dicha sustancia seleccionada del grupo que consiste do 

polisacÆridos y derivados de los mismos, siondo de 1:1 a 1:10, 

20.- El complejo de conformidad con Ia reivindicaciOn 1, 

caracterizado ademÆs porque dicha sustancia seleccionada del grupo que 
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consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo es OCIF 

monomØrico humano que tiene un peso molecular, medido mediante SDS-

PAGE bajo condiciones no reductoras, de aproximadamente 60000, u OCIF 

dimerico humano que tiene un peso molecular de aproximadamente 120000, 

5 medido mediante SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras, y dichos 

polisacÆridos y derivados de los mismos se seleccionan del grupo que 

consiste de sulfato de dextrÆn y sales del mismo, la relacion molecular de 

dicha sustancia seleccionada del grupo que consiste de OCIF, anÆlogos del 

mismo y variantes del mismo: dicha sustancia seleccionada del grupo que 

S10 consiste de polisacÆridos y derivados de los mismos, siendo de 1:1 a 1:10. 

21.- El complejo de conformidad con Ia reivindicaciOn 1, 

caracterizado ademÆs porque dicha sustancia seleccionada del grupo que 

consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo, es OCIF 

monomØrico o dimOrico humano en el cual dicho monómero o una de las 

15 unidades de dicho dImero de OCIF, comprende los aminoÆcidos +1 a + 380 

de SEQ. ID. NO. I del listado de secuencias, y dicho derivado de polisacÆrido 

es una sal sOdica de sulfato de dextrÆn que tiene un peso molecular promedio 

de 1500 a 12000, la relaciOn molecular de dicha sustancia seleccionada del 

grupo que consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo: dicha 

20 sal sOdica de sulfato de dextrÆn, siendo de 1:1 a 1:10. 

22.- El complejo de conformidad con la reivindicacion 21, 

caracterizado ademths porque la relaciOn molecular de dicha sustancia 

seleccionada del grupo que consiste de OCIF, anªlogos del mismo y variantes 

del mismo: dicha sal sodica de sulfato de dextrÆn, es de 1:1 a 1:8. 

25 23.- El complejo de conformidad con la reivindicaciOn 21, 

caracterizado ademÆs porque la relacion molecular de dicha sustancia 

seleccionada del grupo que consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y variantes 

del mismo: dicha sat sodica de sulfato de dextrÆn, es de 1:1 a 1:5. 
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24.- El complejo de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones 21 a 23, caracterizado ademÆs porque dicho derivado de 

polisacÆrido, es una sal sOdica de sulfato de dextrÆn que tiene un peso 

molecular promedio de 1800 a 6000. 

5 25.- Un mOtodo para prolongar el tiempo en que el OCIF a un 

anÆlogo a variante del mismo es retenido en la corriente sanguinea despuOs 

de su administración a un paciente, combinando antes de su administracion 

par lo menos uno de dicho OCIF, dicho analogo del mismo o dicha variante 

del mismo como se define en cualquiera de las reivindicaciones I a 6, con por 

* 10 Ia menos un polisacÆrido o un derivado del mismo como se define en 

cualquiera de las reivindicaciones I y 7 a 11. 

26.- Una composición farmacØutica que comprende una cantidad 

efectiva de un agente farmacologicamente activo junto con un vehiculo o 

diluyente para el mismo, caracterizada porque dicho agente 

15 farmacolOgicamente activo es un complejo de conformidad con cualquiera de 

las reivindicaciones 1 a 24. 

27.- La composiciOn farmacØutica de conformidad con Ia 

reivindicación 26, para el tratamiento o profilaxis de enfermedades 

� metabOlicas 

20 28.- Un complejo de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones I a 24, para su uso coma medicamento. 

29.- El complejo de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones I a 24, para su uso coma medicamento para la profilaxis o el 

tratamiento de enfermedades metabOlicas óseas. 

25 30.- El complejo de conformidad con cualquiera de las 

reivindicaciones 1 a 24, para su uso como medicamento para la profilaxis a el 

tratamiento de enfermedades metabOlicas Oseas seleccionadas del grupo que 

consiste de osteoporosis, osteopenia, enfermedad de Paget, osteomielitis, 
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foco infeccioso debido a pOrdida do hueso, hipercalcemia, osteoclasis, 

destrucciOn do articulación u osteopenia debida a reumatismo, osteoartritis, 

perdida de hueso periodontal, metastasis cancerosa de hueso, osteonecrosis 

o muerte de osteocitos que acompaæa a lesiOn traumÆtica, enfermedad do 

5 Gaucher, anemia de cØlulas falciformes, lupus eritematoso sistØmico a lesion 

no traumÆtica, osteodistrofia, y caquexia debida a carcinoma sOlido a 

metastasis cancerosa de hueso a enfermedad hematolOgica maligna. 

31.- El usa de un complejo como se reclama on cualquiera de las 

reivindicaciones I a 24, en la fabricaciOn de un medicamento para la profilaxis 

4 10 o el tratamiento do enfermedades metabOlicas 

32.- El usa como se reclama en la reivindicaciOn 31, en donde 

dichas enfermedades metabOflcas óseas se seteccionan dot grupo que 

consiste de osteoporosis, osteopenia, enfermedad de Paget, osteomielitis, 

foco infeccioso debido a pOrdida de hueso, hipercalcemia, osteoclasis, 

15 destrucciOn de articulaciOn u osteopenia debida a reumatismo, osteoartritis, 

pOrdida de hueso periodontal, metastasis cancerosa do hueso, osteonecrosis 

o muerte de osteocitos quo acompaæa a Iesiªn traumÆtica, enfermedad do 

Gaucher, anemia do cØlulas falciformes, lupus eritematoso sistØmico o lesiOn 

no traumÆtica, osteodistrofia, y caquexia debida a carcinoma sOlido a 

20 metastasis cancerosa do hueso o enfermedad hematolOgica maligna. 

33.- Un mØtodo para la preparación do un complejo de 

conformidad con cualquiera do las reivindicaciones 1 a 24, caracterizado 

porque dicho mØtodo comprende los pasos de incubar por to menos una 

sustaricia seleccionada del grupo quo consiste de OCIF, anÆlogos del mismo 

25 y variantes del mismo como so define en cualquiera de las reivindicaciones 1 

a 6, con por Ia menos una sustancia seleccionada del grupo quo consiste de 

polisacÆridos y derivados do los mismos como se define en cualquiera do las 

reivindicaciones 1 y 7 a 11, a un pH do 9.5 a 12, y removiendo entonces los 
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polisacÆridos fibres o derivados de los mismos que no estØn unidos a dicho 

OCIF, anÆlogos del mismo o variantes del mismo. 

34.- El mOtodo de conformidad con la reivindicación 33, 

caracterizado ademÆs porque Ia incubaciOn de dicha sustancia (por lo menos 

5 una) seleccionada del grupo que consiste de OCIF, anÆlogos del mismo y 

variantes del mismo con dicha sustancia (por lo menos una) seleccionada del 

grupo que consiste de polisacÆridos y derivados de los mismos, se Ileva a 

cabo a un pH de 10 a 11. 

35.- El metodo de conformidad con las reivindicaciones 33 a 34, 

10 caracterizado ademÆs porque los polisacÆridos libres o derivados de los 

mismos que no se unen a dicho OCIF, anÆlogos del mismo o variantes del 

mismo despuOs de la incubación, se remueven mediante cromatografia de 

filtración en gel. 

36.- El complejo como se define en cualquiera de las 

15 reivindicaciones I a 24, caracterizado porque dicho complejo se prepara 

mediante un mOtodo de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 33 

a 35. 
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RESIJMEN DE LA INVENCION 

Lin complejo novedoso que comprende por lo menos una 

sustancia seleccionada del grupo que consiste de factor inhibidor de 

5 osteoclastogØnesis, OCIF, anÆlogos del mismo y variantes del mismo, el cual 

410 

15 

20 

se une a por lo menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste de 

polisacÆridos y derivados de los mismos, muestra retenciôn prolongada en la 

corriente sanguinea despuOs de su administraciOn, haciØndalo (WI en el 

tratamiento y profilaxis de enfermedades metabólicas óseas. 

COLO 1579-801-001-1 
10-9 
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Folio 94 

2020 
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Doctor 
EMILIO FERRERO 
Apoderado 

At 

OfictoNo 13481 

REFERENdA: RadicaciOn 02-56452 
Trªmite 002 
Evento 001 
Actuacion 430 
Folios 001 

Como resuitado del examen de forma, real izadO con fundamento en el atIculo 38 de la 
Decision 486 de la CamisiOn de la Comunidad Andina, se Is comunica que 

- Aflegar copia del documento en quØ conste la cesion del derechó a la patents 
otorgado par los inventores at solicitante o a su causante (art. 26-k,De6486/2000). 

En cumplirniento del artIculo 39 de La DecisiOn 486, se Is requiere paraue dentro del 
tØrmino de dos (2) meses sguientes a la fecha de notificaclOn del presents oficlo, 

L 
 complete Wrequisitos antodomiente enunciados. En caso de no dar airnplimiento at 

presente requerirniento, Ia soticitud se considerarÆ abandonada y perderÆ su prelacion. 

Notiuiquese el presents oficjVconfo a lo clispuesto en el numeral 5.2, literS e), del capitulo 
quinto del tiMo pimejo *ia Ci ar Unica No.10 de 2001. 1 

ALIX CARMEN/%)EDES DE VERGEL 
Jefe de la Div iOn Us t4uevas Creaciones 

El anterior  fue notificado por fijacion en lista de fecha 2 5 �f;: L. 71iTh’ 

Se rewards at trderesada qua clsbe presentar, denim de tos dIecs& mesas eigtier4as cordados q pcarlir de Is roche de 
preser*ación de Ia SolloitUd cuya p(toridad se mvooa, copia de  la misma certificada par la aiAoridad qne Is expktó y, an los 
oases an qua hays luger, to fldacaón simple del capitulo reI’vtndicatono. El thcurnp4kerdo de ee plazo, acarrearØ la 
pØrdida cia Is ptiortdad iiwocada. 
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