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DESCRIPCION

Extracto de cornamenta de ciervo.

Campo Técnico

Esta invencién se refiere a un extracto de cornamenta de ciervo. En particular, la presente invencion se refiere a
extractos angiogénicos obtenidos de terciopelo de la cornamenta de ciervo, para su uso en el tratamiento de heridas
en la practica médica humana y animal.

Técnica Anterior

Las heridas, en particular las heridas persistentes, que son dificiles de cicatrizar, requieren un suministro de sangre
que pueda alimentar la herida y mediar el proceso de cicatrizacién y minimizar la formaciéon de cicatrices.
Generalmente, las terapias usadas mas comunmente para tratar las heridas persistentes no ayudan a la herida a
proporcionar su propio suministro de sangre y, por lo tanto, el proceso de cicatrizacion es lento.

Existen varias terapias para el tratamiento de heridas cronicas, sin embargo, el uso de vendajes de compresion
aparece todavia como un tratamiento comun (Marshall et al., 2001). Estan disponibles otras terapias y se han
propuesto algunas terapias naturales que funcionan a través de mecanismos que implican la regulacion de la tension
de oxigeno y apoyan asi los tratamientos con oxigeno hiperbarico (Sen et al., 2002).

La cicatrizacion de las heridas por una angiogénesis incrementada (el proceso de la vascularizacién de los tejidos)
es aparente con algunas terapias propuestas. En un estudio reciente, la adenosina parece haber incrementado la
velocidad a la que cicatrizaban las heridas actuando como un agonista del receptor de adenosina A(2A) (Mohtesinos
et al., 2002). Esto resulté en un ndmero incrementado de micro vasos en las heridas tratadas. La angiogénesis
incrementada es un mecanismo probable subyacente a la cicatrizacidon mejorada mostrada en ese articulo.

Se ha mostrado que el muy conocido clasico factor de crecimiento angiogénico Factor de Crecimiento del Endotelio
Vascular (VEGF) causa angiogénesis y una cicatrizaciéon incrementada de las heridas cuando se administra por
terapia génica para asegurar una administracion local sostenida (Deodato et al., 20002). Malinda et al. (1998) han
encontrado que la Timosina a1 estimula la migracién de las células endoteliales, la angiogénesis y la cicatrizacion de
las heridas, lo que confirma que también es un agente potente de cicatrizacion de heridas.

Las cornamentas de ciervo se mudan y regeneran anualmente. La cornamenta crece hasta 2 cm al dia durante su
fase de crecimiento, tiempo durante el cual se denomina "cuerna de terciopelo". El crecimiento esta dirigido por una
poblacion de células madre que se encuentran en el tejido mesenquimatico en la punta de la cuerna (Li et al., 2002).
La cuerna de terciopelo esta altamente vascularizada y los vasos sanguineos en la cuerna deben crecer a la misma
velocidad que la cuerna para apoyar el crecimiento de la cornamenta. Hemos identificado este sistema como una
fuente potencial de factores angiogénicos que apoyaran los procesos de cicatrizaciéon de heridas.

Hay un articulo que sugiere que el pediculo de cicatrizacion o regeneracién, que denominan el blastema, puede
tener potencial angiogénico (Auerbach et al., 1976). Este articulo implicaba el cribado por parte del autor de una
variedad de tejidos incluyendo blastema de cornamenta con el objetivo de mostrar que algunos tejidos contenian
potencial angiogénico. Sin embargo, de forma importante, este articulo no contenia ningun dato que mostrara
actividad real angiogénica o de cicatrizacion de heridas. El blastema se refiere al tejido de cicatrizacion que aparece
una vez que la cornamenta se ha mudado, y es diferente de la cornamenta en crecimiento mas madura que los
inventores han estudiado y mostrado en esta especificacion.

Weng Liang et al., 2001 han publicado que han encontrado un polipéptido que es util en la cicatrizacion de heridas
de la piel y en la proliferacién de las células epiteliales. Sin embargo, las heridas ensayadas eran soélo heridas
superficiales de la superficie de la piel y no arafiazos profundos y no se hace mencién en el articulo a que el
polipéptido sea util respecto a la angiogénesis o la proliferacion de las células endoteliales.

Se ha publicado que el terciopelo de ciervo contiene factores que estimulan el crecimiento de los vasos sanguineos
aunque no se hace referencia a otros aspectos especificos respecto a la naturaleza de estos factores:

. LATEST RESEARCH, [En linea] 07 abril 2003, paginas 1-10, XP002997580 Obtenido de:
URL:http://www.deervelvetinformation.org/research.htm; y

. LATEST RESEARCH, [En linea] 07 abril 2003, paginas 1-14, XP002998682 Obtenido de Internet:
URL:http://www.velvita.com/latestresearch.htm .

Tomando como base sus pesos moleculares, se esperaria encontrar a la mayor parte de los factores angiogénicos
clasicos en la fraccion de peso molecular alto, una excepcion a esta regla seria los péptidos de la familia de la
Timosina.

No se admite que ninguna referencia constituya técnica anterior. La discusion de las referencias indica lo que sus
autores afirman y los solicitantes se reservan el derecho de cuestionar la exactitud y pertinencia de los documentos
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citados. Se entendera claramente que, aunque varias de las publicaciones de la técnica anterior son referidas en la
presente memoria, esta referencia no constituye una admision de que ninguno de estos documentos forma parte del
conocimiento general comun en la técnica, en Nueva Zelanda ni en ningun otro pais.

Se sabe que al término "comprende" se le puede atribuir, bajo jurisdicciones distintas, un significado exclusivo o
inclusivo. Para el propdsito de esta especificacion, y a no ser que se indique otra cosa, el término "comprende"”
tendra un significado inclusivo - es decir, que se entendera que significa una inclusion no sélo de los componentes
listados a los que hace referencia directamente, sino también de otros componentes o elementos no especificados.
Esta base racional también se usara cuando se usa el término "comprendido” o "que comprende" respecto a una o
mas etapas en un método o proceso.

Es un objeto de la presente invencién tratar los problemas anteriores o al menos proporcionar al publico una
eleccion util.

Los aspectos y ventajas adicionales de la presente invencion resultaran evidentes a partir de la descripcion
consiguiente que se proporciona sélo como ejemplo.

Descripcion de la invencion

Segun un aspecto de la presente invencién se proporciona un extracto aislado de terciopelo de ciervo que contiene
péptidos que tienen pesos moleculares que son sustancialmente menores de o iguales a 10 kDa en la fabricacién de
un medicamento para tratar heridas, en el que los péptidos del extracto se separan mediante precipitacion de los
péptidos de peso molecular alto con etanol al 70% v/v.

Se prevé que la composicion puede tomar una variedad de diferentes formulaciones sin apartarse del alcance de la
presente invencion. Por ejemplo, la composicién puede formularse como: un gel. una locién, un balsamo, un
pulverizador, un apdsito transdérmico, o semejantes, como sera evidente para un experto en la técnica.

El término "péptido(s)" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a cualquier péptido o combinacion de
péptidos presente en el terciopelo de ciervo incluyendo péptidos, proteinas y polipéptidos que incluyen polimeros de
aminoacidos; y también incluye péptidos, proteinas y polipéptidos que han sido modificados para incluir otros restos
incluyendo pero sin limitarse a restos de carbohidrato y/o de lipido.

El término "componente(s)" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a cualquier componente o
combinacién de componentes presente en el terciopelo de ciervo incluyendo pero sin limitarse a péptidos,
carbohidratos, acidos nucleicos, aminoacidos libres, lipidos y factores de crecimiento.

El término "efecto proliferativo” tal y como se usa en la presente memoria se refiere a la capacidad de los extractos o
composiciones de la presente invencion para causar que las células y/o tejido crezcan rapidamente y/o se
multipliquen para producir nuevas células o tejido.

El término "células endoteliales" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a células que forman el
endotelio que recubre la superficie interna de los vasos sanguineos. Esto incluye tanto los vasos sanguineos
venosos como arteriales, asi como capilares, los vasos coronarios y el recubrimiento interno del corazon.

El término "herida" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a una lesion en la que la piel, tejido o un
organo se rompe, perfora, corta o divide o perturba de otra forma, como resultado de una enfermedad, accidente o
cirugia. Este término se refiere a llagas o lesiones; incluyendo ulceras.

El término "herida(s) persistente(s)" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a heridas que cicatrizan
lentamente y duran mucho tiempo. Este término también puede referirse a heridas cronicas.

El término "congelar-descongelar" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a someter a los péptidos de
la &)resente invencion a sustancialmente -20°C y elevar hasta temperatura ambiente que es sustancialmente 18-
25°C

Los pesos moleculares de los péptidos de la presente invencién pueden determinarse por una variedad de métodos
diferentes sin apartarse del alcance de la presente invencion.

Generalmente, los pesos moleculares de los péptidos de la presente invencidon pueden determinarse por
Cromatografia de Filtracion en Gel, electroforesis, espectrometria de masas u otro método adecuado.

Los términos "Terciopelo de Ciervo", "Terciopelo" o "Cornamenta” tal y como se usan en la presente memoria se
refieren a cualquier parte de la cuerna en crecimiento. En general, pueden incluirse todas las puntas y el vastago
principal completo de la cuerna. Sin embargo, en realizaciones preferidas la piel del terciopelo puede eliminarse
cuando se preparan los extractos angiogénicos y la regién basal del vastago principal adyacente a y por debajo de la
punta de la frente también pueden excluirse.
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El terciopelo de ciervo es un tejido complejo que, una vez seco, esta comprendido principalmente por péptidos,
proteinas y minerales pero también contiene otros componentes tales como carbohidratos, lipidos y aminoacidos
libres. Los extractos de terciopelo de ciervo pueden contener, por lo tanto, una mezcla de todos estos componentes
que son solubles en el disolvente de extraccién. Cuando se usan condiciones de extraccién acuosas se espera
razonablemente que los componentes principales del extracto sean péptidos o proteinas (Sunwoo et al., 1995).

Generalmente, el terciopelo de ciervo se tomara de ciervo rojo. Sin embargo, también pueden usarse otras especies
de ciervo, tal como wapiti, gamo o de cola blanca, como fuente de terciopelo de ciervo.

El término "Angiogénico" o "Angiogénesis" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a la capacidad de
una sustancia de inducir el crecimiento de los vasos sanguineos.

Preferiblemente, el terciopelo se recoge durante la fase de crecimiento. Sin embargo, esto no deberia verse como
limitante del alcance de la presente invencion ya que el terciopelo de la cornamenta madura también podria
recogerse y usarse para la presente invencion.

El terciopelo puede procesarse para conservar el terciopelo por uno o mas de los métodos siguientes: liofilizacion,
congelacién, inmersion en caliente o secado en horno. Sin embargo, esto no deberia verse como limitante del
alcance de la presente invencion.

Preferiblemente, el terciopelo puede procesarse por inmersion en caliente.

Los componentes de la presente invencion pueden incluir cualquier vehiculo, excipiente, estabilizador y/o otro aditivo
de formulacién farmacéuticamente o veterinariamente aceptable: como sera evidente para un experto en la técnica.

El terciopelo de ciervo puede extraerse por una variedad de métodos diferentes sin desviarse del alcance de la
presente invencion.

En una realizacién preferida, la extraccion puede utilizar disolventes organicos.
En otra realizacion preferida, la extraccion puede utilizar disoluciones acuosas.

El término "extracto de proteinas totales" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a un extracto acuoso
preparado sin ninguna intencién de controlar los pesos moleculares de los péptidos o proteinas contenidos en el
extracto. Por definicion, los extractos de proteinas totales también contendran otros componentes solubles en agua
del terciopelo de ciervo que no son péptidos o proteinas, pero que se co-extraen con los péptidos o proteinas.

En una realizacién preferida, el método de fraccionamiento puede utilizar etanol al 70% como el disolvente organico
en el que el terciopelo de ciervo se sumerge antes de la extraccion acuosa. El término "extracto después del pre-
tratamiento con etanol" se usa en la presente memoria para referirse a un extracto preparado usando este método.

En otra realizacion preferida, el método de fraccionamiento puede utilizar la adicién de etanol frio a una disolucion
acuosa de un extracto de proteinas totales de terciopelo de ciervo, para causar la precipitacion de las proteinas de
alto peso molecular que se eliminan por centrifugacion o filtracion. El término "extracto precipitado con etanol" se usa
en la presente memoria para referirse a un extracto preparado usando este método.

En una realizacién adicional, el método de fraccionamiento puede utilizar ultrafiltracion.

Generalmente, el extracto final de terciopelo de la presente invencién puede ser una disolucién acuosa, un soélido
seco amorfo o un polvo liofilizado. Sin embargo, esto no debe verse como una limitacién del alcance de la presente
invencion.

Preferiblemente, la disoluciéon acuosa puede ser en agua, disolucion salina tamponada con fosfato (PBS) u otro
disolvente acuoso adecuado.

Ademas de la descripcion contenida en la presente memoria respecto al método preferido de extracciéon, pueden
encontrarse detalles adicionales que se refieren a la extraccion que pueden ser de ayuda a un experto en la técnica
en NZ 524868 y la solicitud PCT No. NZ2004/000058.

Asi, las realizaciones preferidas de la presente invencidon pueden tener varias ventajas sobre la técnica anterior que
pueden incluir:

1. Proporcionar un método de extraccion para obtener composiciones angiogénicas de terciopelo de ciervo.
2. Proporcionar una composicion de terciopelo de ciervo que tiene efectos angiogénicos.
3. Proporcionar una composicion de terciopelo de ciervo que puede usarse en el tratamiento de heridas o lesiones.

4. Proporcionar una composicion de terciopelo de ciervo que puede usarse en el tratamiento de heridas persistentes.
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Descripcion breve de los dibujos

Los aspectos adicionales de la presente invencién seran evidentes a partir de la descripcion siguiente que se
proporciona sélo como ejemplo y con referencia a los dibujos adjuntos en los que:

Figura 1 Perfil de Cromatografia de Filtracion en Gel de la fraccidon de alto peso molecular de terciopelo de ciervo
como se obtiene por ultrafiltracién del extracto de proteinas totales. Se muestra una escala aproximada de peso
molecular debajo del cromatograma y la Linea Discontinua marca la posicion esperada de elucién de las proteinas
de 10 kDa;

Figura 2 Perfil de Cromatografia de Filtracién en Gel de la fraccion de bajo peso molecular de terciopelo de ciervo
como se obtiene por ultrafiltracion del extracto de proteinas totales. Se muestra una escala aproximada de peso
molecular debajo del cromatograma y la Linea Discontinua marca la posicion esperada de elucidon de las proteinas
de 10 kDa;

Figura 3 Perfil de Cromatografia de Filtracion en Gel del extracto de proteinas totales de terciopelo de ciervo. Se
muestra una escala aproximada de peso molecular debajo del cromatograma y la Linea Discontinua marca la
posiciéon esperada de elucion de las proteinas de 10 kDa;

Figura 4 Perfil de Cromatografia de Filtracion en Gel del extracto de bajo peso molecular como se obtiene por la
extraccion acuosa después de pre-tratamiento del terciopelo con etanol al 70%. Se muestra una escala aproximada
de peso molecular debajo del cromatograma y la Linea Discontinua marca la posicion esperada de elucién de las
proteinas de 10 kDa;

Figura 5 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de Extracto de Terciopelo de Bajo Peso Molecular como se
obtiene por extraccion después de pre-tratamiento del terciopelo con etanol al 70% ("Extracto LMW") y de un
extracto de proteinas totales de terciopelo de ciervo ("Extracto TP"). (A) Tefiido con Azul de Coomassie Brillante
G250. (B) Tefido posteriormente con plata. Los carriles contenian bien 5, 10, 25 6 50 ng de extracto. Una mezcla de
marcadores de peso molecular ("Marcadores MW") se cargd en el primer y Ultimo carril del gel y los pesos
moleculares de las proteinas marcadoras se indican al lado de las imagenes;

Figura 6 Un grafico de barras que muestra los efectos de los diferentes extractos de cornamenta en la proliferacion
de Células Endoteliales de la Vena Umbilical Humana en respuesta a suero al 1% ("Control"), extracto de proteinas
totales de terciopelo antes ("Extracto de Proteinas Totales") y después de hervir durante 3 minutos ("Extracto de
Proteinas Totales Hervido") o extracto de bajo peso molecular (preparado por extraccién después de pre-tratamiento
con etanol al 70%) ("Extracto de Bajo Peso Molecular"). Los extractos de terciopelo se usaron a una concentracion
de 500 pg/ml y también contenian suero al 1%;

Figura 7 Un grafico que muestra los resultados de un ensayo de migracién celular. La migracion de las células BAE
en respuesta a suero al 1% ("Control"), extracto de proteinas totales de terciopelo ("Proteinas Totales"), extracto de
bajo peso molecular preparado por precipitacion con etanol ("Precipitado con EtOH") o extracto de bajo peso
molecular preparado por ultrafiltracion ("Ultrafiltrado"). Los extractos de terciopelo se usaron a concentraciones de
100 pg/mly 500 pg/ml y también contenian suero al 1%;

Figura 8 Otro grafico que muestra los resultados de un ensayo de migracion celular. La migracién de las células BAE
en respuesta a suero al 1% ("Control") o el extracto de terciopelo de bajo peso molecular (preparado por extraccion
del terciopelo después de pre-tratamiento con etanol al 70%) antes ("AE") y después de hervir durante 3 min ("AE
Hervido"). Los extractos de terciopelo se usaron a concentraciones de 100 ug/ml y 500 pg/ml y también contenian
suero al 1%;

Figura 9 Fotos de hibridaciones in situ usando sondas VEGF en la regidn precartilago de una punta de terciopelo de
la cornamenta. A) Campo brillante de la sonda antisentido. B) Campo oscuro de la sonda antisentido que muestra el
area de hibridacion. C) Campo brillante de la sonda con sentido. D) Campo oscuro de la sonda con sentido que solo
muestra el fondo. Area precartilago con marcaje. V, Vaso Sanguineo;

Figura 10 Un grafico que muestra los resultados de un ensayo de cicatrizacion de heridas en ratas. Las heridas se
trataron con 25 pl de disolucién salina ("Control") o con extracto de terciopelo de bajo peso molecular (1 mg/ml en
disolucion salina) ("Tratado"). El extracto de bajo peso molecular se prepard por extraccion después de pre-
tratamiento con etanol. Las dosis se aplicaron en los dias 0, 2, 4, 7 y 10. Los datos presentados son tamafios
medios de las heridas en los dias siguientes de provocar la herida, como porcentajes de los tamafios originales de
las heridas. Las barras de error mostradas en los dias 2, 4, 7, 10, 14 y 17 son los errores estandar de las diferencias
entre las medias. Los niveles de significancia indicados con asteriscos son: *P<0,05, **P<0,01;

Figura 11 Graficos que muestran los resultados de ensayos de cicatrizacion de heridas en ratas que investigan el

efecto de dosis del extracto de bajo peso molecular, como se obtiene por extraccion acuosa después de pre-

tratamiento del terciopelo con etanol al 70%, en la velocidad del cierre de la herida. Las heridas se trataron con 25 pl

de disolucién salina ("Control") o con el extracto de terciopelo de bajo peso molecular ("Tratado"). El extracto de bajo

peso molecular se prepard por extraccion después de pre-tratamiento con etanol y se aplicé a (a) 0,1 mg/ml (b) 2
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mg/ml (c) 10 mg/ml (d) 100 mg/ml. Las dosis se administraron en los dias 0, 2, 4, 6, 8, y 10 excepto para 100 mg/ml
que no tuvo aplicacién en el dia 10. Los datos presentados son tamafios medios de las heridas en los dias
siguientes de provocar la herida, como porcentajes de los tamafios originales de las heridas. Las barras de error
mostradas en los dias 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16 son los errores estandar de las diferencias entre las medias. Los
niveles de significancia indicados con asteriscos son: *P<0,05, **P<0,01; ***P<0,001;

Figura 12 Graficos que muestran los resultados de ensayos de cicatrizacion de heridas en ratas que investigan el
efecto de la frecuencia de la aplicacién del extracto de bajo peso molecular, como se obtiene por extracciéon acuosa
después de pre-tratamiento del terciopelo con etanol al 70%, en la velocidad del cierre de la herida. Las heridas se
trataron con 25 ul de disolucion salina ("Control") o con el extracto de terciopelo de bajo peso molecular ("Tratado").
El extracto de bajo peso molecular se prepard por extraccion después de pre-tratamiento con etanol. En (a) se
administraron dosis multiples a 10 mg/ml en los dias 0, 2, 4, 6, 8 y 10 mientras que en (b) se administrd una unica
aplicacion a 10 mg/ml en el dia 0. Los datos presentados son tamafios medios de las heridas en los dias siguientes
de provocar la herida, como porcentajes de los tamarios originales de las heridas. Las barras de error se muestran
en los dias 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16 son los errores estandar de las diferencias entre las medias. Los niveles de
significancia indicados con asteriscos son: *P<0,05, **P<0,01; ***P<0,001;

Figura 13 Graficos que muestran los resultados de ensayos de cicatrizacion de heridas en ratas que investigan el
efecto de diferentes formulaciones del extracto de bajo peso molecular, como se obtiene por extraccion acuosa
después de pre-tratamiento del terciopelo con etanol al 70%, en la velocidad del cierre de la herida. Las heridas se
trataron con 25 pl de varias formulaciones que contienen ("Tratado") o no contienen ("Control") el extracto de
terciopelo de bajo peso molecular. El extracto de bajo peso molecular se prepar6 por extraccion después de pre-
tratamiento con etanol. Las heridas tratadas recibieron el extracto en los dias 0, 2, 4, 6 y 8 formulado a 2 mg/ml en
(a) Disolucion Salina Tamponada con Fosfato (PBS), (b) gel Methocel E-4M, (c) gel Pluronic F-127 o (d) gel
Carbopol-934P. Los datos presentados son tamafios medios de las heridas en los dias siguientes de provocar la
herida, como porcentajes de los tamafos originales de las heridas. Las barras de error mostradas en los dias 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14 y 16 son los errores estandar de las diferencias entre las medias. Los niveles de significancia indicados
con asteriscos son: *P<0,05, **P<0,01; ***P<0,001;

Figura 14 Imagenes que muestran la histologia de las heridas como se revela por la tincion Tricromo de Masson de
tejido de herida 4 dias después de una Unica aplicacién del extracto de terciopelo de bajo peso molecular ("Tratado")
o de PBS ("Control"). El extracto de bajo peso molecular se prepard por extraccion después de pre-tratamiento con
etanol. (A) es una imagen con poca magnificacion de una herida control en la que es evidente la Biopsia en
Sacabocados (herida) a la derecha de la linea horizontal. La imagen con mayor magnificacion (C) de la herida
control revela la costra (S) en la superficie de la herida y el tejido de la herida por debajo (WT). Una Biopsia en
Sacabocados (herida) después de tratamiento con el extracto de bajo peso molecular es evidente en (B). Una mayor
magnificacion (D) de la herida tratada revela tejido dérmico (DT) con lo que parecen ser espacios vasculares y una
epidermis en formacion (E). Las barras de la escala en (A) y (B) = 200 um, y en (C) y (D) = 100 um; y

Figura 15 Inmunohistoquimica de laminina de tejido de la herida 4 dias después de una Unica aplicacién del extracto
de terciopelo de bajo peso molecular ("Tratado") o de PBS ("Control"). El extracto de bajo peso molecular se prepard
por extraccion después de pre-tratamiento con etanol. (A) En la herida control solo se detectd laminina en el tejido
en el borde de la herida y no dentro de la biopsia en sacabocados. (B) En la herida tratada, la laminina se detecto
tanto en el borde de la herida como dentro de la herida. (C) Mayor magnificacién de la herida control en (A) con
pocos vasos visibles. (D) Mayor magnificacion de la herida tratada en (B) con vasos basales y nuevos vasos
subyacentes al epitelio evidentes. (E) Mayor magnificacion del borde de la herida en (A) revela los vasos sélo en el
tejido no herido. (F) IgG de conejo control para el anticuerpo laminina sin deteccion de la sefial. Las barras de la
escalaen (A)y (B) =200 um, y en (C) y (F) = 100 pm.

Mejores modos para llevar a cabo la invencién

Experimental

Métodos
Recogida del Tejido:

Las cornamentas de terciopelo de ciervo se recogieron de venados ciervo comun de 3 afos en los dias 55-60 de
crecimiento después de la muda de las cornamentas previas.

El terciopelo se extrajo segun la regulacion establecida por el Cédigo de Recomendaciones y Estandares Minimos
para el Bienestar de los Ciervos durante la Recogida de Cornamentas, Julio 1992 (revisado 1997), Ministerio de
Agricultura y Pesca, Wellington, Nueva Zelanda.

El terciopelo se procesd comercialmente por inmersion en caliente o liofilizacion. La inmersién en caliente se basa en

el método tradicional chino, en el que palos de la cornamenta se suspenden desde la base (es decir, las puntas

hacia abajo) y se sumergen reiteradamente en agua casi hirviendo durante breves periodos de tiempo. Después de

haber sido sumergidos, se deja que se enfrien antes de ser sumergidos de nuevo. La inmersién continda hasta que
6
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burbujee plasma transparente de las bases cortadas de las cornamentas. Las cornamentas se ponen en un secador
con baja humedad a aproximadamente 15°C durante varias semanas hasta que estan secas.

Se seleccionaron las cornamentas procesadas (Sumergidas en Caliente o Liofilizadas). La piel del terciopelo se
extrajo de la cornamenta usando un cuchillo afilado. Se incluyeron todas las partes de las cornamentas del ciervo
comun a los 55-60 dias de crecimiento excepto las regiones basales de los palos principales que se excluyeron
hasta e incluyendo las puntas de la frente. El terciopelo se corté con una sierra de banda en anillos con un grosor de
1-2 cm y se cortaron con escoplo en bloques pequefios con un tamafio de varios centimetros antes de ser molidos
hasta un polvo usando un molino (Thomas, EEUU) equipado con una pantalla de 0,5 mm.

Extraccion y Fraccionamiento

El terciopelo de ciervo se extrae y se fracciona para dar una fraccion de peso molecular bajo que es rica en factores
de crecimiento angiogénicos. Esta fraccion puede prepararse de multiples maneras incluyendo ultrafiltracion, dialisis,
cromatografia de filtracion en gel, precipitacion de proteinas de peso molecular alto de la disolucién usando
disolventes organicos (por ejemplo, etanol) o por extraccion acuosa después de pre-tratamiento del terciopelo del
ciervo con disolventes organicos, por ejemplo, etanol al 70%. Los tres métodos usados aqui para la produccion del
extracto han sido ultrafiltracion, mediante precipitacion de peso molecular alto usando etanol y mediante extracciéon
acuosa después de pre-tratamiento del terciopelo de ciervo con etanol al 70%.

Extraccion del Terciopelo de Ciervo y Fraccionamiento por Ultrafiltracion
Preparacion de un Extracto de Proteinas Totales del Terciopelo de Ciervo

Se prepard un extracto de Tampdn Fosfato a partir de 5 g de polvo de terciopelo de ciervo liofilizado usando 100 ml
de tampédn fosfato. El tampdn fosfato contenia ortofosfato di-sédico de hidrégeno (1,15 g/L), ortofosfato potasico de
di-hidrégeno (0,24 g/L), cloruro de potasio (0,2 g/L) y cloruro de sodio (8,0 g/L). La mezcla se agité durante una hora
a temperatura ambiente y se filtr6 a través de papel de filtro de fibra de vidrio (Whatman GF/A). El filtrado se
centrifugé a 11.500 rpm durante 30 minutos a 4°C. EI sobrenadante (93 ml) se decanté en botellas Schott pesadas y
se congeld superficialmente antes de liofilizarlo a 15°C.

Fraccionamiento del Extracto de Proteinas Totales de Terciopelo de Ciervo por Ultrafiltracion

El extracto de terciopelo de Tampon Fosfato (15 mg) se disolvié en agua desionizada a una concentracion de 1
mg/ml y se decantd en una dispositivo de ultrafiliracién (Centriprep-YM10, Amicon, EEUU) que tlene un punto de
corte nominal de peso molecular de 10 kDa. El tubo se centrifugé a 2.100 g durante 40 minutos a 4 °C. El ultrafiltrado
se recogio después de este tiempo y el tubo se centrifugd de manera similar dos veces mas durante 20 minutos
cada una hasta que sélo quedd una pequefia cantidad de retenido de alto peso molecular. Los ultrafiltrados se
combinaron y se decantaron en un tubo nuevo Centriprep. La ultrafiltracion se repitié6 para asegurar que no habia
contaminacion con proteinas de alto peso molecular. El ultrafiltrado final que contiene la fraccidon de bajo peso
molecular se liofilizd, se pesd y se almacend para un uso futuro. El retenido que contiene la fraccion de alto peso
molecular se traté de manera similar.

Preparacion de un Extracto de Bajo peso Molecular por Precipitacion de Proteinas de Alto Peso Molecular
De una Disolucion de Extracto de Proteinas Totales Usando Etanol

Se prepar6 un extracto de proteinas totales de terciopelo de ciervo agitando suavemente polvo seco de terciopelo de
ciervo (10 g) en agua desionizada (100 ml) durante 3 horas a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd a 2.100
g durante 15 minutos y el sobrenadante se decantd en una botella de centrifuga limpia. El sobrenadante se
centrifugd mas a 21.000 g durante 15 mlnutos con el fin de aclarar completamente la dlsolu0|on del extracto de
proteinas totales, que se enfrio hasta 4°C. Se afiadié gradualmente etanol al 100% fr|o (4°C) (3 vollimenes) con
agitacion constante. La mezcla turbia se centrifugd a 21.000 g durante 30 minutos a 4°c para eliminar las proteinas
de alto peso molecular precipitadas. El sobrenadante se transfirié6 a un matraz de evaporacion Buchi y el disolvente
se eliminé en vacio en un evaporador giratorio Buchi. El residuo seco amorfo, que comprende el extracto de
terciopelo de bajo peso molecular, se almacené a temperatura ambiente sellado en el matraz de evaporacién antes
de usarlo.

Preparacion de un Extracto de Bajo Peso Molecular por Extraccion de Terciopelo de Ciervo Después de Pre-
tratamiento con Etanol

Preparacioén a Escala de Laboratorio

El método elegido para preparar este extracto es por extraccion acuosa después del pre-tratamiento del polvo de
terciopelo de ciervo con etanol al 70%. En este caso, se mezclaron 100 g de polvo de terciopelo de ciervo sometidos
a inmersioén en caliente con 600 ml de etanol al 70% (grado alimentario). La mezcla se agité durante 3 horas y se
filtré a través de un embudo de vidrio sinterizado. La mayor parte del etanol remanente se eliminé en vacio del
residuo de terciopelo mediante el uso de un evaporador giratorio Buchi. A lo largo del proceso de evaporacion se
suministré un calor suave al matraz de evaporacion mediante el uso de un bafio de agua a 30°C. Se afadio agua
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desionizada (2 L) al terciopelo seco y la mezcla se agité durante 12 horas. Después de este tiempo, la mezcla de
extraccion se filtr6 progresivamente a través de papel Whatman No 1, después papel No 6 y finalmente papel de
filtro de fibra de vidrio (Whatman GF/A). El residuo de terciopelo se desechd vy el filtrado se centrifugd a 11.500 rpm
durante 10 minutos a 20°C. El sobrenadante se congelé superficialmente y se liofilizo a 15°C. Se obtuvo un
rendimiento total de 4,10 g (rendimiento del 4,1%) y se utilizo para los experimentos de bioensayo in vitro detallados
mas adelante.

Preparacioén a escala piloto

El polvo de cornamentas de terciopelo de ciervo sometidas a inmersion en caliente, preparado como se ha descrito
anteriormente, se pretratd con etanol al 70% en 34 lotes separados. Cada lote de entre 84,0-172,6 g de polvo de
terciopelo se agité durante 3 horas a temperatura ambiente con 6 volimenes (p/v) de etanol al 70%. La mayor parte
del disolvente se eliminé en vacio en primer lugar mediante el uso de un evaporador giratorio equipado con un bafio
de agua a 30°C (Buchi Rotavapor-R) y después con una bomba de aceite (Edwards Speedivac ED35). El polvo de
terciopelo de ciervo pre-tratado se congeld en contenedores de plastico antes de secarlo en un liofilizador (Cuddon)
para eliminar las trazas finales de disolvente.

Se afadi6 agua potable (86 L) al polvo de terciopelo de ciervo pre-tratado con etanol combinado (4,3 kg) y la mezcla
se agité durante 3 horas a temperatura ambiente. El residuo sélido se extrajo del extracto liquido haciendo pasar la
mezcla a través de una centrifuga continua de tazon sdélido Dynocone Modelo 612 (Clark Chapman, Derby Reino
Unido). El extracto de terciopelo se filtr6, primero a través de una bolsa de filtro de 10 um y después una bolsa de
filtro de 1 um (ambas GAF), antes de congelarlo en bandejas de acero inoxidable y secarlo en un liofilizador
(Cuddon). El extracto de terciopelo de bajo peso molecular liofilizado se raspd de las bandejas del secador para
proporcionar 92 g (rendimiento del 2,1%) como un sélido amorfo marrén claro. La mayor parte de este material (90
g) se esterilizd por irradiacion y (Shering-Plough, Upper Hutt, NZ), tratamiento durante el cual recibié una dosis
minima de 2,5 Mrads y se us6 en la formulacion y en los estudios de cicatrizacién de heridas en ratas detallados
mas adelante.

Cromatografia de Filtracion en Gel

Los extractos de terciopelo se analizaron por Cromatografia de Filtracion en Gel en una columna Superosa 12 HR
10/30 (Amersham Biosciences) usando tampén fosfato 0,05 M (pH 6,9) que contiene cloruro de sodio 0,3 M y azida
sodica al 0,05% como el tampodn de elucion. Las muestras se disolvieron en tampodn fosfato 0,05 M (pH 6,9) a una
concentracion de 2-5 mg/ml y se inyectaron 10 ul de cada disolucion en la columna y se eluy6 a una velocidad de
caudal de 0,75 ml/min. Las proteinas eluidas se detectaron por medicion de absorcion UV a 280 nm.

Se realizé la calibracion del peso molecular de la columna Superosa 12 por separacion de una mezcla estandar de
proteinas conocidas con pesos moleculares conocidos bajo las mismas condiciones que las usadas para los
extractos de terciopelo. La mezcla contenia lo siguiente: Tiroglobulina (669 kDa); y-Globulinas Bovinas (Fraccion
Cohn II, 160 kDa); Albumina de Suero Bovino (66,7 kDa); Ovoalbumina (grado VI, 46 kDa); Anhidrasa Carbdnica
(bovina) (29 kDa); Citocromo C (corazon de caballo) (12,4 kDa); L-Tirosina (181 Da). Todos los estandares se
obtuvieron de Sigma, excepto la L-Tirosina que se obtuvo de BDH. Los pesos moleculares aparentes de los picos de
las proteinas eluidas se determinaron por interpolacién usando una curva de calibracion, que se construy6
representando el logaritmo del peso molecular de la proteina frente al tiempo de retencion.

Electroforesis SDS-PAGE

Un extracto de proteinas totales de terciopelo de ciervo y un extracto de terciopelo de bajo peso molecular
(preparado por extraccion después de pre-tratamiento con etanol) se corrieron en un gel 16,5% Tris-glicina SDS-
poliacrilamida (BioRad). Las muestras se desnaturalizaron con 2-mercaptoetanol y se calentaron hasta 99°C durante
4 minutos antes de cargarlas en el gel. Se cargaron en el gel 10 ul de mezcla de marcadores de peso molecular
MultiMark (Invitrogen) y 5, 10, 25 y 50 pug de cada uno de los extractos. Los geles se corrieron durante 50 minutos a
190 Voltios. Los geles se extrajeron y se tifieron durante 45 minutos con una disoluciéon al 0,25% de Azul de
Coomassie brillante G-250 (BDH) preparada en partes iguales de metanol y acido tricloroacético al 25%. Los geles
se destifieron en una disolucion de acido tricloroacético al 5% toda la anoche. Los geles se lavaron durante 5
minutos en metanol al 25%/acido acético al 1% y después durante 5 minutos en metanol al 1%/acido acético al 0,5%
antes de fijarlos en una disoluciéon de glutaraldehido al 1% durante 5 minutos. Se realizaron seis lavados (1,5
minutos/lavado) en agua desionizada (MilliQ).

La tincién con plata se realizé afiadiendo 92,5 ul de hidréxido de sodio 10 M a 1,44 ml de disoluciéon de amoniaco al
28% vy diluyendo hasta 45 ml con agua MilliQ, para producir la Disolucion A. La Disoluciéon B consistié en 0,5 g de
nitrato de plata en 2,5 ml de agua MilliQ. Las Disoluciones A y B se mezclaron inmediatamente antes del uso y el gel
se tifid en la mezcla durante 10 minutos. Después de la tincion, el gel se lavo tres veces en agua MilliQ durante un
tiempo total de diez minutos. Finalmente, el gel se reveld durante aproximadamente 1 minuto en disolucién de acido
citrico al 0,005%/formaldehido al 0,02% y el revelado se par6 por la adicion de metanol al 25%/acido acético al
0,26% durante 2 minutos. Los geles se fotografiaron usando una camara digital Kodak DC120 para la presentacion.
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Ensayo de Proliferaciéon Celular

Las células endoteliales de la vena umbilical humana se cultivaron en Medio 199 (GibcoBRL) suplementado con
suero fetal bovino al 10% (GibcoBRL), 50 U/ml de penicilina, 50 pg/ml de estreptomicina, L-glutamina 2 mM y 1
ng/ml de factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) en matraces de cultivo de tejidos T75 (Nunclon™) en
CO; al 5% a 37°C. Las células se tripsinizaron (tripsina al 0,025%, EDTA 0,265 mM, GibcoBRL) y se sembraron en
placas de 96 pocillos (Nunclon™) a una densidad de 3.000 células/pocillo/200 ul y se cultivaron durante 3 dias. Las
células se mantuvieron en suero al 1% durante 24 horas y se trataron con suero al 1% que contenia 1 ng/ml de
bFGF en presencia o ausencia de los extractos de terciopelo de ciervo durante 48 horas mas. Dos horas antes de
terminar la incubacion, se anadleron a cada pocillo 20 ul de Aqueous One Solution Reagent Celltiter 96®. Después
de terminar la incubacion a 37°C en una atmésfera humidificada con CO; al 5%, se registraron las densidades
Opticas de los pocillos a 490 nm ("DOag0") usando un lector de placas (BioTek).

Migracion de las Células Endoteliales Adrticas Bovinas

Se dejé que las células endoteliales adrticas bovinas (BAE) crecieran hasta la confluencia en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, GibcoBRL®) que contenia suero fetal bovino al 10% (GibcoBRL) en placas de 12
pocillos (Nunclon™). Las monocapas se "hirieron" raspando con una punta de pipeta desechable a lo largo de las
placas. Después de lavar con PBS de Dulbecco mas calcio (0,1 g/L) (GIBCO™, Invitrogen Corporation), las
monocapas heridas se cultivaron durante 48 horas mas en suero fresco al 1% en presencia o ausencia de los
extractos de terciopelo de ciervo. Estos eran un extracto de terciopelo de proteinas totales, un extracto de bajo peso
molecular preparado por ultrafiliracion, un extracto de bajo peso molecular preparado por precipitacion de las
proteinas de alto peso molecular a partir de una disolucidon de un extracto de proteinas totales, y un extracto de bajo
peso molecular preparado después de pre-tratamiento del terC|opeIo con etanol al 70%. El ultimo extracto de bajo
peso molecular también se ensayé después de hervirlo a 100 °C durante tres minutos. Algunos pocillos se incluyeron
como controles positivos y se cultivaron en suero al 10%. El grado de movimiento de las células en las monocapas
heridas se determind haciendo fotomicrografias en el momento de provocar la herida inicial y 48 horas después de
provocar la herida. Las fotomicrografias se hicieron con una magnificacion de 20x en un microscopio invertido
Olympus CK2 y se imprimieron en un tamafo estandar de 15 cm de ancho por 10 cm de profundidad. Sobre la
fotografia se puso una cuadricula con lineas separadas 1,5 cm y con una longitud de 10 cm que eran paralelas a
una linea base. La linea base se puso en la "linea de la herida" por encima de la cual las células se habian raspado
originalmente. Se registré el niumero de células interceptadas por cada una de las lineas. Esto permiti6 una
evaluacién del numero de células que habia migrado 1,5, 3,0, 4,5, 6,0, 7,5 6 9,0 cm desde la linea base en la
fotomicrografia.

Hibridacioén In situ
Produccién de sondas

El protocolo de hibridacion in situ se basé en los métodos descritos por Clark et al., (1996). La sonda, que abarca los
exones 1-4 de VEGF se cloné en el vector de transcripcion pGEMT® Easy (Promega, Madison, WI). Este se
linealizd por digestion de restriccion con Sacll, Ncol (New England Biolabs, Beverly, MA) o Sall (Boehringer
Mannheim, Alemania) para proporcionar sondas con sentido y antisentido. Las ribosondas monocatenarias con
sentido y antisentido se marcaron por transcripcion con 10 uCi/ul [33P]UTP segun las instrucciones del fabricante
(Promega, Madison, WI).

Preparacion de las secciones

Las secciones se desparafinaron en xileno, después en concentraciones decrecientes de etanol, después se
sumergieron en HCI 0,2 M durante 20 minutos (temperatura ambiente) y se lavaron en 2 x SSC (1 X SSC contiene
cloruro de sodio 150 mM vy clorato de sodio 15 mM, pH 7,0) durante 30 minutos. Se realiz6 digestion con proteinasa
K (Sigma Chemical) a una concentracion de 2 pg/ml en Tris-HCI 200 mM (pH 7,2), EDTA 50 mM (pH 8,0) a 37°C
durante 15 minutos. Los portas se sumergieron durante 2 x 5 minutos (temperatura ambiente) en una disolucién de
trietanolamina 100 mM (pH 8,0), anhidrido acético al 0,25%. Los portas se lavaron en 2 x SSC (temperatura
ambiente) durante 5 minutos, se deshidrataron y se secaron.

Hibridacién

Un pl de ribosonda marcada como anteriormente bajo produccion de sondas (a aproximadamente 2 x 10° cpm/ul) se
mezcld con 20-60 pl de tampdn de hibridacion. El tampdn de hibridacion contenia: formamida desionizada al 50%
(v/v), NaCl 0,3 M, Tris-HCI 10 mM (pH 6,8), fosfato de sodio 10 mM (pH 6,8), EDTA 5 mM (pH 8,0), 1 x disolucién de
Denhardt (0,02% (p/v) cada uno de BSA, Ficoll y polivinil pirrolidona), sulfato de dextrano al 10% (p/v), ditiotreitol 50
mM y 1 mg/ml de ARNt de levadura (Life Technologies). Esta mezcla, que contiene la sonda, se desnaturalizé a
95°C y se aplicé a las secciones de tejido pretratadas y secadas que se cubrieron entonces con piezas pequenas de
parafilm; no se realizé prehibridacién. La hibridacién se realizdé durante 18 horas a 54 °C en un contenedor sellado
humidificado con formamida al 50% y NaCl 0,3 M.
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Los portas se lavaron en 5 x SSC a 50°C durante 15 minutos (x2) y después en 2 x SSC con formamida al 50% a
65°C durante 30 minutos. Se realizaron cuatro lavados cada uno de 5 minutos de duracién en 2 x SSC a 37°C. Los
portas se incubaron a 37°C durante 30 minutos con ARNasa A (Sigma Chemical) a una concentracion final de 20
pug/ml en 1 x disolucion de lavado (NaCl 400 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA 5 mM, pH 7,5). La ARNasa A se elimind
lavando los portas en 2 x SSC que contiene formamida al 50%, a 65°C durante 30 minutos seguido de lavados de 15
minutos en 2 x SSC y 0,2 x SSC, ambos a 37°C. Las secciones de deshidrataron mediante etanol al 30, 60, 80 y
95% que contiene acetato de amonio 0,3 M y dos lavados finales en etanol al 100% solo.

Las secciones se secaron al aire y se cubrieron con emulsion autorradiogréfica (emulsion LM-1; Amersham
International plc). Los portas cubiertos con emulsion se almacenaron desecados, en una caja a prueba de luz a 4°C
durante 3 semanas. Los portas se revelaron (revelador D19; Kodak, Rochester, NY, EEUU) y se fijaron (tiosulfato de
sodio al 30%) fotograficamente para producir granos de plata visibles sobre los sitios de la hibridacion. Las
secciones se contratifieron con Hematoxilina de Gill y se observaron en un microscopio Zeiss Axioplan usando tanto
iluminacion de campo brillante como oscuro.

Preparacion de Formulaciones que Contienen el Extracto de Terciopelo de Bajo Peso Molecular

Se prepararon formulaciones topicas en gel del extracto angiogénico del terciopelo de ciervo usando tres tipos
diferentes de polimeros, concretamente Carbopol-934P, Pluronic F-127 y Methocel-E4M. El Carbopol-934P fue una
muestra regalo de Chemcolor New Zealand Limited, Pluronic F-127 fue una muestra regalo de BASF New Zealand
Limited y Methocel-E4M FG fue una muestra regalo de Dow Chemical Limited Australia.

Preparacion del tampén fosfato isoténico

El tampdn fosfato isoténico (0,063 M) pH 7,0 se preparo disolviendo 1,295 g de ortofosfato di-sédico de hidrégeno
anhidro (NazHPQ,), 0,9125 g de ortofosfato sédico de di-hidrégeno monohidrato (NaH2PO4.H20) y 1,199 g de cloruro
de sodio en agua. El volumen se llevé hasta 250 ml con agua.

Formulacién con Carbopol-934P
El Carbopol se preparé en disolucion de manitol isotdnica en agua.

Para preparar gel Carbopol de doble concentracion, se afiadieron 0,5 g de Carbopol-934P a 50 ml de disolucion de
manitol isotonica de doble concentracion, que se agitdé usando un agitador magnético durante 30 minutos y se
mantuvo al lado para permitir que las burbujas de aire subieran a la superficie. La disolucién de manitol se prepar6
mezclando 5,07 g de manitol disueltos en agua hasta un volumen de 50 ml. El pH se ajusté a 7,0 afadiendo
disolucidn de hidroxido de sodio al 10% (p/v) en agua.

Se preparé una disolucion de doble concentracion del extracto de terciopelo de bajo peso molecular (preparado por
extraccion después de pre-tratamiento con etanol) disolviendo el extracto a una concentracién de 4 mg/ml en agua
destilada.

Para preparar la formulacién control, se afiadieron 3 g de gel Carbopol de doble concentraciéon a 3 ml de agua y esto
se mezclé suavemente con una espatula. Se almacenod a 4°C antes de su uso.

Para preparar la formulacion de tratamiento, se afiadieron 3 g de gel Carbopol de doble concentracion a 3 mil de
disolucion de extracto de doble concentracion y esto se mezclé suavemente con una espatula. Se almacend a 4°c
antes de su uso.

Formulacién con Pluronic F-127
La formulacién de Pluronic F-127 se preparé en tampén fosfato isotdnico pH 7,0.

El gel Pluronic de doble concentracion se prepar6 afiadiendo 20 g de Pluronic F-127 a 50 ml de tampon fosfato
isotonico frio que se habia agitado suavemente usando un agitador magnético. Después de la adicion, la disolucion
se agité durante 10 minutos mas. Se mantuvo a 4°C toda la noche, se sonicé durante tres horas y se almacené a
4°C toda la noche.

Se preparé una disolucion de doble concentracidn del extracto de terciopelo de bajo peso molecular (preparado por
extraccion después de pre-tratamiento con etanol) disolviendo el extracto a una concentracion de 4 mg/ml en
tampodn fosfato isotoénico.

La formulacién control se preparé pesando 4 g de gel Pluronic de doble concentracion y afiadiendo 4 ml de tampon
fosfato isotdnico a esto. Se mantuvo en una caja de hielo durante pocos minutos para convertir el gel Pluronic en
una disolucién (Pluronic en agua a 4°C es una disolucion y a 37°C es un gel). Se mezclé suavemente con una
espatula y se almacené a 4°C antes de su uso.

Para preparar la formulacion de tratamiento, se recogieron 4 g de gel Pluronic de doble concentraciéon en un vial. A
esto se afnadieron 4 ml de disolucion de extracto de doble concentracidn y se puso en la caja de hielo durante pocos

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2383299 T3

mmutos para convertir el gel Pluronic en una disolucion. Se mezcloé suavemente con una espatula y se almacen6 a
4°C antes de su uso.

Formulacién con Methocel-E4M
La formulacion de Methocel-E4M se prepard en tampdn fosfato isoténico pH 7,0.

El gel Methocel de doble concentraciéon se preparé afiadiendo Ientamente 2 g de Methocel-E4M FG a 25 ml de
tampon fosfato isotdnico agitado que se habia calentado hasta 80°C. Se afiadieron 25 ml adicionales de tampon
fosfato isotonico, que se habian enfriado hasta 4°C ala dispersion de Methocel y se agité adicionalmente durante
tres minutos. La mezcla se mantuvo a 4°C durante cinco horas.

Se preparé una disolucion de doble concentracion del extracto de terciopelo de bajo peso molecular (preparado por
extraccion después de pre-tratamiento con etanol) disolviendo el extracto a una concentracion de 4 mg/ml en
tampodn fosfato isotdnico.

El control, de formulacién solo, se preparé pesando 5 g del gel Methocel de doble concentracién. A esto se
afadieron 55 ml de tampédn fosfato y la mezcla se mezclé suavemente con una espatula. Esto se almaceno a 4 °c
antes de su uso.

Para preparar la formulacion de tratamiento, se recogieron 5 g de gel Methocel de doble concentracién en un vial. A
esto se afnadieron 55 ml de dISO|UCIOn de extracto de doble concentracién y esto se mezclé suavemente con una
espatula. La mezcla se almaceno a 4°C antes de su uso.

Ensayos de Cicatrizacion de Heridas en Ratas

Estos experimentos se realizaron bajo las condiciones establecidas por el Animal Ethics Committee en la Wellington
School of Medicine y Health Services.

Se aclimataron ratas Lewis macho (con una edad de 19-23 semanas) al entorno y se estabularon individualmente
durante la duracion del experimento. Las ratas recibieron alimento normal y agua a lo largo de la duracién del
experimento suplementado con una dosis oral diaria de gelatina (4 ml) empezando el Dia 0. En el Dia 0, se
anestesio a los animales con inyeccion (i.p.) de ketamina (100 mg/kg de peso corporal) y xilazina (5 mg/kg de peso
corporal). A cada animal se le practicaron dos biopsias de piel completa de 8 mm en la superficie dorsal a lo largo de
la columna vertebral. Las heridas se hicieron 6 cm y 8 cm distales de la base del craneo. Se tuvo cuidado para
asegurar que cada biopsia se hacia en los angulos correctos en la piel. Las heridas se frotaron con gasa para
eliminar el exceso de sangre y se fotografiaron con un marcador de escala y un ndmero de identificacion. Las
disoluciones de tratamiento y control se afiadieron a las heridas. Después de la recuperacion, se proporciond una
inyeccion subcutanea de Temgisic a 0,05 mg/kg de peso corporal. La reaplicacién de los tratamientos y los controles
fue en intervalos de 2-3 dias como se indica en las leyendas de las figuras (Figuras 10-13) y durante este
procedimiento se anestesioé a los animales ligeramente con halotano al 3,5%. Las heridas se fotografiaron en el
momento de la reaplicacidn y cada 2-3 dias hasta que se produjo el cierre completo de la herida.

Las proporciones de dosis y la frecuencia de la aplicacion del extracto de terciopelo de bajo peso molecular
(preparado por extraccion después de pre-tratamiento con etanol) se evaluaron en el modelo de cicatrizacion de
heridas en ratas. El vehiculo, régimen de dosificaciéon y concentracion del terciopelo se indican en las leyendas de
las figuras (Figuras 10-13). Cada animal tenia una herida que recibié 25 pl del tratamiento mientras que la otra
herida recibié 25 ul de la sustancia control. Todos los experimentos se realizaron usando seis animales, excepto
para la dosis de 1 mg/ml (Figura 10) que tenia sélo cuatro animales. Las fotografias de cada herida se hicieron con
una camara Canon EOS 3000N (macro lentes F2.8). Las impresiones de cada exposicion se registraron digitalmente
y el area de la herida se calculé a partir de estas imagenes usando software NIH Image 1.63. Los tamafios de las
heridas en cada punto de tiempo se calcularon como porcentajes de los originales y se realizé un analisis estadistico
por analisis de varianza (ANOVA) para cada punto de tiempo.

Histologia de las Heridas

Las heridas se hicieron en los lomos de las ratas como se ha descrito anteriormente. Se hizo una Unica aplicacién de
PBS en la herida control en cada rata en el dia 0, mientras que a la herida tratada se le aplicé en el mismo dia una
disolucion 10 mg/ml del extracto de terciopelo de bajo peso molecular (preparado por extraccion después de pre-
tratamiento con etanol) en PBS. Los animales (N=6) se sacrificaron 4 dias después de hacerles la herida. Las
heridas se extirparon y para cuatro animales el tejido se puso en formalina tamponada neutra al 10% durante 24
horas antes de ser transferido a etanol al 70%. El tejido de los otros dos animales se retuvo para analisis de
colageno. Después de cortarlas a la mitad, las heridas se incluyeron en cera de parafina y las superficies cortadas
se seccionaron. Las secciones se cortaron a 5 pm en portas recubiertos con APES (3-aminopropiltrietoxi-silano).

Tincién de las Heridas con Tricromo de Masson
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La tincion re realizd6 como describen Bancroft y Stevens (1990). Las secciones se desparafinaron con xileno (5
minutos x 2) seguido de rehidratacion en una serie de disoluciones de etanol de concentracion decreciente. Las
secciones se tifieron con Hematoxilina de Weigert durante 10 minutos antes de lavarlas en agua del grifo durante 10
minutos. Se pusieron en disolucién de Fucsina Acida al 0,5% durante 5 minutos y se lavaron en agua destilada. Se
us6 acido fosfomolibdico al 1% durante 5 minutos antes de la tincién con Azul de Metilo al 2% durante 5 minutos y
lavado en agua destilada. El tratamiento con &cido acético al 1% durante 2 minutos se siguié con deshidratacion de
las secciones, en una serie de disoluciones de etanol de concentracién creciente, tratamiento con xileno y cubierta
del porta con DePex (BDH).

Se hicieron fotografias con una camara digital Canon PowerShot G5 (5 mega pixel) usando un microscopio Zeiss
Axioplan. Las imagenes se capturaron por control remoto usando el programa de software Canon Remote Control a
una resolucion de 72 pixeles por pulgada, y se transfirieron a Adobe Photoshop (version 5.5) para ser anotado para
presentacion.

Inmunohistoquimica de Laminina en las Heridas

Las secciones se desparafinaron con xileno (5 minutos x 2) seguido de rehidratacion en una serie de disoluciones de
etanol de concentracion decreciente. Todos los reactivos, anticuerpos y enzimas se obtuvieron de Zymed
Laboratories Inc, CA a no ser que se especifique otra cosa. Las secciones se trataron con Pepsina (No. de Cat.
20671651) durante 15 minutos a 37°C. Los procedimientos posteriores se realizaron a temperatura ambiente.
Después de lavar con disolucion salina tamponada con fosfato (PBS) (5 minutos x 2) los sitios de unién no
especifica se bloquearon por tratamiento con suero de cabra normal al 20% en 1% BSA/PBS durante 30 minutos.
Las secciones se incubaron durante una hora con anticuerpo policlonal de conejo anti-laminina (dilucién 1:1.000)
(Novus Biologicals Inc., No. de Cat. NB 300-144). Para los controles negativos, el anticuerpo primario se sustituyd
con inmunoglobulina IgG de conejo no inmune (10 pg/ml). Las secciones se lavaron en PBS (5 minutos), polvo de
leche desnatada al 0,5%/Tween-20 al 0,1%/2x PBS (10 minutos x 2) y PBS (5 minutos), seguido de incubacion con
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo biotinilado (5 pg/ml) durante 30 minutos. Las secciones se lavaron de
nuevo en PBS (5 minutos), polvo de leche desnatada al 0,5%/Tween-20 al 0,1%/2x PBS (10 minutos x 2) y PBS (5
minutos). Se aplic6 Zymed Peroxo-block durante 9 minutos para inactivar las peroxidasas endégenas. Después de
lavar con PBS (5 minutos x 2), las secciones se incubaron con Conjugado HRP-Estreptavidina (2,5 pg/ml) durante
10 minutos. Las secciones se lavaron en PBS (5 minutos x 2) y se revelaron con un kit de 3,3'-diaminobencidina
(DAB). Después de lavar en agua, las secciones se deshidrataron en una serie de disoluciones de etanol de
concentracion creciente seguido de tratamiento con xileno y se cubrieron los portas usando DePex (BDH). Se
hicieron fotografias en una pelicula en blanco y negro 400ASA Kodak usando un microscopio Zeiss Axioplan. Las
imagenes se transfirieron a Adobe Photoshop (versiéon 5.5) para ser anotado para presentacion.

Resultados
Fraccionamiento y Cromatografia de Filtracion en Gel

El fraccionamiento del terciopelo de ciervo por ultrafiltracion a través de dispositivos Centriprep-YM10 resulté en una
fraccion de alto peso molecular (Figura 1) y una fraccion de bajo peso molecular (Figura 2).

En la Figura 3 se proporciona un perfil cromatogréafico de filtracién en gel de un extracto de proteinas totales. Este
muestra que las proteinas en el extracto de terciopelo de proteinas totales tenian una variedad de pesos
moleculares y como se esperaba habia un predominio de proteinas de alto peso molecular. En comparacion, un
perfil equivalente del extracto de bajo peso molecular obtenido por pre-tratamiento del terciopelo con etanol al 70%
(Figura 4) muestra que el proceso de pre-tratamiento con etanol resultdé en un extracto de terciopelo que contenia
proteinas que eran predominantemente menores de 10 kDa. En este extracto fueron evidentes seis picos
principales.

Electroforesis SDS-PAGE

Se usé un gel de poliacrilamida con SDS tefiido en primer lugar con Coomassie (Figura 5A) y después con plata
(Figura 5B) en un intento de visualizar y caracterizar adicionalmente las proteinas presentes en el extracto de
terciopelo de bajo peso molecular comparado con el extracto de proteinas totales. El extracto de proteinas totales
mostré una variedad de proteinas particularmente por encima de 60 kDa y alrededor de 20 kDa, pero sélo dos
bandas obvias fueron evidentes en los carriles de los extractos de bajo peso molecular, con tincion con Coomassie o
plata. Estas tenian alrededor de 6 kDa y por encima de 60 kDa de peso molecular aparente.

Ensayo de Proliferacion Celular

Los extractos de cornamenta fueron capaces de incrementar la proliferacion de células Endoteliales de Vena
Umbilical Humana en cultivo cuando se compara con suero al 1% (Figura 6). Esta proliferacién incrementada fue
mas notable para el extracto de bajo peso molecular (preparado después de pre-tratamiento del terciopelo con
etanol al 70%). Debe indicarse que cuando el extracto de terciopelo de proteinas totales se hirvié durante 3 minutos
retuvo su actividad proliferativa en las células endoteliales.
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Migraciéon de Células Endoteliales Adrticas Bovinas

Para confirmar adicionalmente la actividad angiogénica de los extractos se investigé la migracion de células
endoteliales adrticas bovinas (BAE). Los extractos de bajo peso molecular preparados tanto por los métodos de
ultrafiltracién como precipitacion con etanol incrementaron significativamente la distancia y el nimero de células que
migraban fuera de la linea desde la que las células se habian raspado comparado con los controles (Figura 7).

Como se muestra en la Figura 8, el hervir durante 3 minutos el extracto de bajo peso molecular (obtenido por el
método de pre-tratamiento con etanol) no redujo el efecto de incremento del extracto sobre la migracién de las
células BAE.

Hibridacién In Situ

Ademas de esto, hemos mostrado que la actividad angiogénica de la cornamenta probablemente no se deba al
Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) que es el mejor conocido de los factores angiogénicos
potentes. La hibridacion in situ se realizé usando una sonda que abarca los exones 1-4 de VEGF y es asi capaz de
detectar todas las variantes de corte y empalme. Los resultados en la Figura 9 revelan que el ARNm de VEGF sélo
se detecto en las células Precartilago de la cornamenta y no en las células inmediatamente adyacentes a los vasos
sanguineos. La cantidad de ARNm de VEGF parece ser relativamente pequefia.

También hemos examinado el ARNm de la cornamenta para algunos de los demas factores angiogénicos clasicos
usando hibridacion in situ (datos no mostrados). Sorprendentemente, no hemos sido capaces de encontrar
cantidades significativas de ARNm del Factor de Crecimiento de Fibroblastos acido o basico lo que sugiere que otros
factores deben estar desempefiando un papel importante en la estimulacion de la angiogénesis en la cornamenta.

Ensayos de Heridas en Ratas

La Figura 10 muestra el cierre en porcentaje de las heridas tratadas con disolucién salina o con una disolucion 1
mg/ml del extracto de bajo peso molecular preparado después de pre-tratamiento del terciopelo con etanol al 70%.
Las heridas tratadas mostraron una cicatrizacion de la herida significativamente mas rapida que las heridas control
tratadas sélo con disolucion salina.

El modelo de heridas en ratas se us6 para ensayar el intervalo de dosis par el tratamiento. El extracto de terciopelo
de bajo peso molecular (preparado por extraccion después de pre-tratamiento con etanol) se compar6 con el
vehiculo solo, que era PBS (tratamiento control). Un volumen de 25 ul de cada disolucion se puso en las heridas. A
una dosis de 0,1 mg/ml de extracto de terciopelo hubo alguna separacion de los grupos control y tratado, sin
embargo en ningun punto de tiempo la diferencia fue estadisticamente significativa (Figura 11a). A una dosis de 2
mg/ml el extracto de terciopelo de bajo peso molecular mejoré significativamente la velocidad de cierre de la herida
en los dias 2, 4, 6, 8, 10 y 14 (Figura 11b). La dosis de 10 mg/ml del extracto de terciopelo de bajo peso molecular
mostré un cierre de la herida estadisticamente mas rapido en los dias 8 y 10 (Figura 11c). Una dosis muy alta del
extracto (100 mg/ml) incrementd de manera similar la velocidad de cierre de la herida, con los dias 6, 8, 10, 12, 14 y
16 mostrando una mejora significativa (Figura 11d).

El efecto de una unica dosis del extracto de terciopelo de bajo peso molecular (preparado por extraccion después de
pre-tratamiento con etanol), proporcionada a 10 mg/ml en el dia de la herida, se comparé con vehiculo solo (control)
(Figura 12). La dosis Unica del extracto mejord la velocidad de cierre de la herida, siendo la diferencia entre las
heridas tratadas y las heridas control estadisticamente significativa en el dia 8.

Varias formulaciones del extracto de terciopelo de bajo peso molecular (preparado por extraccion después de pre-
tratamiento con etanol) se investigaron a una dosis de 2 mg/ml (Figura 13). Los controles en cada caso fueron los
vehiculos solos sin el extracto. La formulacion del extracto con Methocel mejoré significativamente la velocidad de
cierre de la herida en los dias 2-14 comparado con el vehiculo solo (Figura 13b). El extracto formulado con Pluronic
mejord significativamente la velocidad de cierre de la herida en todos los dias medidos, sin embargo el vehiculo solo
(control) tuvo un impacto negativo en el estadio inicial de la cicatrizacion (Figura 13c). Cuando el extracto se formuld
con Carbopol la velocidad de cierre de la herida mejor6 significativamente en los dias 2, 4, 6, 8, 10 y 14 (Figura 13d).

Histologia de las Heridas

La histologia de las heridas se investigé en el dia 4 de cicatrizacién después de una uUnica aplicacion a 10 mg/ml del
extracto de terciopelo de bajo peso molecular (preparado por extraccion después de pre-tratamiento con etanol),
comparado con una unica dosis de PBS. En este ensayo se usaron seis animales, sin embargo sélo cuatro se
usaron para histologia. El sitio de cicatrizacion de la biopsia en sacabocados fue evidente con el tejido no herido
localizado en la parte izquierda de la biopsia (Figuras 14A, B). En la herida control el area de la biopsia en
sacabocados se distinguié por la costra en la superficie y el tejido de la herida por debajo. Este tejido de la herida
estaba interrumpido y constituido por matriz extracelular con un componente celular intercalado (Figuras 14A, C). La
herida tratada mostré una histologia notablemente diferente (Figuras 14B, D). La costra (Figura 14B) aparecio en
lugares parecidos a un epitelio. Subyacente a la superficie habia una capa de tejido organizado que denominamos
tejido dérmico (Figura 14D). Este no parecia ser particularmente rico en coldgeno como para resultar en una cicatriz.
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Parecia tener una buena organizacion celular y tener una red rica de vasos sanguineos que mediaria un proceso
natural de cicatrizacién de la herida. Las heridas tratadas de 3 de los 4 animales fueron muy similares a la mostrada,
mostrando la cuarta menos diferencia entre la herida tratada y la control que la presentada en la Figura 14.

La investigacion histoldgica se siguié de inmunohistoquimica para la proteina de la membrana basal laminina. La
inmunohistoquimica de laminina de las heridas control no mostrd vasos, o un niumero reducido de vasos comparado
con las heridas tratadas, particularmente bajo la superficie epitelial (Figuras 15A, C). En las heridas control, se
detectd laminina en el borde de la herida lo que indica que la tincidn con anticuerpo habia funcionado en estas
secciones (Figura 15E). En las heridas tratadas fueron claramente evidentes vasos basales asi como vasos
subyacentes a la superficie epitelial (Figuras 15B, D). Los vasos de la superficie tenian una morfologia diferente que
los vasos basales y se tifieron mas débilmente hacia la superficie epitelial.

Discusioén

En este trabajo, la atencion se ha centrado en el tamafio de los péptidos y proteinas contenidos en los extractos y
fracciones obtenidos de terciopelo de ciervo. Esto surge del conocimiento de que el componente principal del tejido
de terciopelo de ciervo seco es proteina y que los factores angiogénicos clasicos también son proteinas. Sin
embargo, se admite que otros componentes no proteicos estarian innegablemente contenidos en los extractos y
fracciones de terciopelo descritas por los autores y que éstos pueden haber contribuido a, o haber sido responsables
de, las actividades observadas.

El descubrimiento de una fraccion de bajo peso molecular sustancialmente menor de o igual a 10 kDa que tiene
actividad angiogénica fue sorprendente considerando que muchos factores de crecimiento angiogénicos clasicos
tienen un tamafio mayor de 10 kDa (Tabla 1).

Los anadlisis de cromatografia de filtracién en gel y los analisis por SDS-PAGE proporcionaron una informacion
aparentemente opuesta sobre la composicion del extracto de terciopelo de bajo peso molecular. En un gel de SDS-
PAGE tehido con Azul de Coomassie Brillante G250 y después con plata (Figura 5), el extracto de bajo peso
molecular presenté menos bandas de lo esperado a partir de los resultados del analisis de cromatografia de filtracion
en gel (Figura 4). Ademas, las proteinas de pesos moleculares mayores de 10 kDa se tifieron relativamente mas
intensamente de lo esperado. Sin embargo, una tincién incompleta o falta de tincion de las proteinas en los geles de
SDS-PAGE es una caracteristica muy admitida de las tinciones tanto con Coomassie como con plata (por ejemplo,
Smith, 2002; Kondratiuk et al., 1982). La intensidad menor que la esperada de la tincion de las proteinas por debajo
de 10 kDa en el extracto de bajo peso molecular se debe probablemente a este fenédmeno.

El ARN mensajero del factor de crecimiento angiogénico potente VEGF, como se detecta por hibridacion in situ en
tejido de la cornamenta de ciervo (Figura 9), estaba confinado a la regién de precartilago y estaba presente sélo en
niveles bajos. La hibridacion in situ para el ARNm de aFGF o bFGF no encontré transcritos asociados con las
regiones en las que ocurre la angiogénesis (datos no mostrados). Esto planted la pregunta de qué factores estimulan
el crecimiento de los vasos sanguineos en la cornamenta hasta 2 cm/dia.

Se midio la respuesta proliferativa de las Células Endoteliales de Vena Umbilical Humana (HUVEC) a los extractos.
Se encontré que el extracto de terciopelo de proteinas totales causaba la proliferacion de HUVEC incluso después
de ser hervido durante 3 minutos (Figura 6). El extracto de terciopelo de bajo peso molecular (preparado por
extraccion después de pre-tratamiento con etanol al 70%), causé una proliferacion notable de HUVEC. Cuando se
evalud en ensayos de migracion de células endoteliales con células Endoteliales Adrticas Bovinas (BAE) el extracto
de terciopelo de proteinas totales, el extracto de bajo peso molecular preparado por precipitacién con etanol y el
extracto de bajo peso molecular preparado por ultrafiltracion, todos hicieron migrar a mas células mas en el area
raspada (Figura 7). El extracto de bajo peso molecular preparado por precipitacion con etanol mostré la mayor
respuesta a 100 ug/ml, mientras que a 500 ug/ml la respuesta fue menos notable indicando asi una respuesta a la
dosis.

El extracto de bajo peso molecular, preparado por extraccion del terciopelo después de pre-tratamiento con etanol al
70%, se ensayo para actividad antes y después de hervirlo durante 3 minutos (Figura 8). Los resultados muestran
que el hervido no tuvo efecto en la actividad a ninguna de las dosis ensayadas. Esto confirmé que las moléculas
implicadas en la actividad angiogénica son estables cuando se calientan hasta 3 minutos.

El extracto de bajo peso molecular, preparado por extraccion del terciopelo después de pre-tratamiento con etanol al
70%, se ha ensayado in vivo en ratas y se encontré que aceleraba la cicatrizacion de las heridas hasta tres dias
(Figura 10). Se encontré que las heridas tratadas cicatrizaban significativamente mas rapido tanto al comienzo como
al final del proceso de cicatrizacion lo que sugiere que el extracto tiene un efecto sobre la duracion total de la
cicatrizacion. Esta deduccion se confirmé por experimentos adicionales in vivo (Figuras 11y 13).

Los resultados de los ensayos de heridas en animales indican un numero de atributos positivos para el extracto de

terciopelo de bajo peso molecular (preparado por extraccion después de pre-tratamiento con etanol). Por ejemplo,

retuvo su actividad potente después de exposicion a una dosis esterilizante (2,5 Mrads) de irradiacion vy. El extracto

parece tener una proporcion de dosis eficaz para un cierre mejorado de la herida de entre 1 mg/ml y 100 mg/mi

(Figuras 10 y 11). No se observé un impacto negativo a ninguna proporcion de dosis. El nimero de aplicaciones
14



10

15

20

25

ES 2383299 T3

requerido para producir una respuesta se investigé proporcionando un unico tratamiento con el extracto de terciopelo
de bajo peso molecular en el dia de la herida (Figura 12). Se observé una velocidad incrementada del cierre de la
herida comparado con las heridas control, alcanzando la diferencia una significancia estadistica en un punto de
tiempo (dia 8). Este es un descubrimiento interesante y se necesitara ensayar varios regimenes de dosificacion para
establecer cual es el que proporciona el resultado éptimo.

Varias formulaciones del extracto de terciopelo de bajo peso molecular (preparado por extraccién después de pre-
tratamiento con etanol) a una dosis de 2 mg/ml se ensayaron en el modelo de cicatrizacion de heridas en ratas
(Figura 13). Las formulaciones preparadas con Methocel y Carbopol fueron muy similares a la formulacion usando
PBS como vehiculo y mejoraron significativamente la velocidad de cierre de la herida en la mayor parte de los
puntos de tiempo. La formulacién con Pluronic puede estar contraindicada tomando como base que el vehiculo solo
tuvo un impacto negativo en la velocidad inicial del cierre de la herida (Figura 13c). Estos resultados indican que el
extracto puede administrarse en una variedad de formulaciones y todavia retiene actividad.

La histologia de las heridas se investigd usando Tricromo de Masson, que es un agente de tincion general pero que
mostrara eficazmente las proteinas de la matriz extracelular. Las imagenes de la Figura 14 revelan que 4 dias
después de la herida, el tejido dérmico en la herida tratada con bajo peso molecular tiene una estructura como se
esperaria para la piel normal. Existe evidencia de que la epidermis empieza a reformarse y de que el tejido dérmico
que contiene vasos sanguineos y un componente celular organizado ha incrementado la velocidad del cierre de las
heridas en un intervalo de dosis de 1 mg/ml-100 mg/ml. No se observaron efectos secundarios negativos en los
animales en ningun estadio. La morfologia de las heridas tratadas sugiere que el extracto induce una respuesta de
cicatrizacion de las heridas sana que implica angiogénesis. Estos resultados indican que el tratamiento de las
heridas con el extracto de terciopelo de bajo peso molecular es una manera eficaz de mejorar la velocidad del cierre
de las heridas y asi supone una ayuda para la cicatrizacion de las heridas.

Tabla 1.

Ejemplos de los pesos moleculares de algunos factores de crecimiento angiogénicos conocidos. (El tamafio incluye
cualquier precursor no procesado).

Factor de Crecimiento Angiogénico Numero de Registro Primario | Peso Molecular
Factor de Crecimiento del Endotelio P15692 27 kDa
Vascular A

I1:actor de Crecimiento de Fibroblastos P05230 17 kDa

Factor de Crecimiento de la Placenta P49763 25 kDa
Pleyotrofina P21247 19 kDa
Angiopoyetina-1 Q15389 58 kDa
Angiopoyetina-2 Q15123 57 kDa

CYR®61 000622 42 kDa
Timosina 4 P01253 5 kDa

Los aspectos de la presente invenciéon se han descrito s6lo como ejemplo y debe apreciarse que pueden hacerse
modificaciones y adiciones a éstos sin apartarse del alcance de ésta como se define en las reivindicaciones
adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un extracto aislado de terciopelo de ciervo que contiene péptidos que tienen pesos moleculares que son
sustancialmente menores de o igual a 10 kDa en la fabricacién de un medicamento para tratar heridas en el que los
péptidos del extracto se separan mediante precipitacion de los péptidos de peso molecular alto con sustancialmente

etanol al 70% (v/v).

2. Uso de un extracto aislado de terciopelo de ciervo segun la reivindicacion 1 en el que el medicamento es para
tratar heridas cronicas o persistentes.
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Figura 1.
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Figura 2
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Figura 3

-50,000
-100,000

=300,000

1000 -

900 -

800 -

700 -
600 -
500 -
400 -
300
200 -
100 -

(nw) 1039233 |2p eisandsay

15 20 25 30 35 40 45 50

10

Tiempo de Retencién (min)

21



ES 2383299 T3

Figura 4
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Figura 5.
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Figura 6.
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Figura 8.
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Figura 9.
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Figura 10.
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Figura 11.
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Figura 12.
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Figura 13.
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Figura 14.
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Figura 15.
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