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DESCRIPCION
Carbonato de calcio amorfo estable que comprende aminoécidos fosforilados.
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a composiciones que comprenden carbonato de calcio amorfo y a procedimientos de
preparar las mismas y adicionalmente a composiciones que comprenden aminoacidos fosforilados. Se proporcionan
composiciones farmacéuticas y nutracéuticas que comprenden carbonato de calcio amorfo y aminoacidos o péptidos
fosforilados.

Antecedentes de lainvencion

El calcio juega uno de los papeles centrales en la transduccién de sefiales y adicionalmente es un elemento estructural
importante en sistemas biologicos. De los protozoos a los vertebrados, los depositos de calcio ayudan a mantener
rigidas las formas corporales de los animales, siendo el fosfato de calcio el componente principal de los
endoesqueletos en los vertebrados y el carbonato de calcio en los exoesqueletos en los invertebrados. Los
exoesqueletos calcificados con minerales de carbonato de calcio como los constituyentes principales estan extendidos
entre equinodermos, moluscos y artépodos, proporcionando proteccién y sirviendo como almacenamiento de calcio.
Algunos crustaceos almacenan carbonato de calcio temporalmente, en un estado amorfo, que los hace mejor
disponibles, particularmente para movilizacion rdpida durante la mineralizacion de sus nuevas estructuras
exoesqueléticas después de muda. La formacion de carbonato de calcio en los cuerpos vivientes de, por ejemplo,
cangrejo de rio es bastante intrigante, dado que los materiales amorfos son usualmente termodinamicamente
inestables. El carbonato de calcio amorfo (ACC) tiende a transformarse en sus polimorfos cristalinos, principalmente
calcita y aragonita.. El documento WO 2005/115414 emplea 6rganos de crustaceos para proporcionar composiciones
con ACC estable que esté facilmente disponible para consumo humano. En vista de la importancia metabdlica general
y biomecanica del calcio y dado que ACC es una forma potencialmente mas soluble y absorbible de carbonato de
calcio como suplementos dietéticos, es un objeto de la invencion proporcionar nuevos procedimientos para preparar
carbonato de calcio amorfo.

Sugawara y cols. (Angew. Chem. -Int. Ed., vol. 45, n.%: 18, p. 2876-2879, 2006), Halloran y cols. (Comp. Biochem.
Physiol., vol. 111, n.%: 2, p. 221-231, 1995), y Saitoh y cols. (Arch. Oral Biol., vol. 30, n.°: 8, p. 641-643, 1985) revelan
péptidos fosforilados como que son capaces de estabilizar ACC y/o inhibir cristalizacion/precipitacién de CaCOs . De
acuerdo con Saitoh y cols., la fosfoserina aislada no tuvo ningun efecto en la precipitacién de CaCOs.

Es otro objeto de esta invencion proporcionar composiciones farmacéuticas y nutracéuticas que comprenden ACC
estable.

Otros objetos y ventajas de la presente invencion apareceran segin se desarrolla la descripcion.
Sumario de lainvencion

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende carbonato de calcio amorfo (ACC) y al menos un
aminoacido fosforilado. Dichos aminoacidos fosforilados pueden comprender fosfo-serina o fosfo-treonina o ambas.
Dichos aminoécidos fosforilados estabilizan la forma amorfa de dicho carbonato de calcio en la composicién de la
invencion. En una realizacion, la composicion de la invencién comprende ACC, al menos un aminoéacido fosforilado y
quitina o quitosana.

En una realizacion preferida de la invencion, se proporciona una preparacion de carbonato de calcio que comprende
ACC, siendo dicha preparacion estable al menos durante un mes. Se revela un procedimiento de preparar carbonato
de calcio amorfo estable, que comprende mezclar en fase acuosa en cualquier orden una sal soluble que comprende
calcio, una fuente de carbonato y un aminoacido fosforilado. Dicha fuente puede, por ejemplo, comprender una sal de
carbonato de calcio en la fase liquida, o dicha fuente puede comprender diéxido de carbono gaseoso.

La invencion proporciona una formulacion farmacéutica que comprende la composicién citada anteriormente, que
contiene uno o mas aminoacidos fosforilados segun se definen en el presente documento con ACC. La compaosicion
anteriormente citada, en otro aspecto de la invencién, se usa ventajosamente como una formulacién nutracéutica, por
ejemplo como un aditivo alimentario. Dicha formulacion farmacéutica se administra preferentemente oralmente y
puede comprender cargas o disolventes o aditivos. Dicha formulacién farmacéutica se usa preferentemente en tratar
afecciones seleccionadas del grupo constituido por dolor, enfermedades proliferativas, trastornos neurolégicos,
trastornos inmunoldgicos, enfermedades cardiovasculares, enfermedades pulmonares, trastornos nutricionales,
trastornos reproductivos, trastornos musculoesqueléticos y problemas dentales. Dicho tratamiento puede conducir a
desaparicion de factores causantes o a mitigar los sintomas. Dicha enfermedad proliferativa puede ser, por ejemplo,
carcinoma de mama o carcinoma broncogénico. Dicho tratamiento puede comprender ralentizar o inhibir la
proliferacion celular en un tumor. En lo que respecta a dicho dolor, puede ser dolor postoperatorio, dolor después de
herida, dolor asociado con céancer y dolor neuropatico. El trastorno neurolégico mencionado se selecciona, por
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ejemplo, a partir de enfermedades desmielinizantes, demencias y trastornos del movimiento. Dicha afeccién puede ser
una enfermedad degenerativa seleccionada a partir de esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de
Parkinson. Dicha afeccion puede comprender un trastorno de hueso o de médula 6sea, que puede ser, por ejemplo
fractura u osteoporosis. Dicha afeccion puede ser un trastorno neurodegenerativo.

La invencion proporciona un procedimiento de inhibir la cristalizacion de carbonato de calcio en una mezcla que
comprende un carbonato y una sal de calcio, que comprende mezclar en dicha mezcla una cantidad de un aminoacido
fosforilado. Dicho aminoéacido fosforilado o un péptido fosforilado comprende preferentemente fosfo-serina o
fosfo-treonina.

En un aspecto de la invencién, se proporcionan aditivos alimentarios o alimentos funcionales, que comprenden una
mezcla de carbonato de calcio y aminoécido fosforilado.

Breve descripcion de las figuras

Se revelan también las figuras 1-15 y las figuras 23-32, que se refieren respectivamente a ejemplos comparativos 1-8
y 16-20, que representan materia objeto de la Solicitud Divisional EP 2251018 de la solicitud actual,
en las que:

la Fig. 1 muestra el aislamiento de proteinas solubles gastroliticas, purificacion y secuenciacién parcial de GAP65; Fig.
1A - tincion de Coomassie de SDS-PAGE del perfil de proteinas solubles del gastrolito, comparado con las proteinas
de referencia de peso molecular (izquierda), SDS-PAGE de fraccion 17 que contiene GAP65 purificado por
cromatografia en columna DEAE tefiida con Coomassie, "tifie todo", y "pas" (derecha); Fig. 1B - cromatograma de
GAPG5 obtenido por nanopulverizacion Qtof2 tras digestion con tripsina, se obtuvieron secuencias de los péptidos de
picos significativos a través de andlisis EM/EM;

la Fig. 2 comprende la secuencia de aminoacidos deducida completa de GAP65 y su analisis bioinformatico; Fig. 2A -
secuencia de aminoéacidos deducida de la fase de lectura abierta de GAP65, la secuencia sefial predicha esta en
negrita, las cajas grises son sitios de fosforilacion posibles, las cajas negras en aminoacidos n.° 72 y 173 son sitios de
O-glicosilacion predichos, las cajas claras son sitios de N-glicosilacion predichos; Fig. 2B - un esquema de la
secuencia de GAP65 que muestra los dominios predichos: ChtBD2 es dominio de unién a quitina 2, LDLa es dominio
de receptor de lipoproteina de baja densidad de clase A y la Ultima es dominio de deacetilasa de polisacéridos; Fig.
2C-3D estructura del dominio de LDLa basado en homologia al receptor de lipoproteina, en la izquierda esta la
estructura RMN de repeticion similar a complemento CR3 a partir de la proteina relacionada con el receptor de
lipoproteinas de baja densidad, en la derecha esté la estructura predicha del dominio LDLa de GAP65;

la Fig. 3 muestra expresion especifica de GAP65 y su localizacion en el epitelio columnar del gastrolito durante la
premuda inducida; Fig. 3A - deteccion de expresion de GAP65 durante premuda usando RT-PCR, ARN se muestred
de disco epitelial de gastrolito, hepatopancreas, tejido sub-epidérmico, conducto espermatico y pared estomacal, se
uso factor de elongacion 2 (Eft2) para asegurar la extraccién de ARN, se us6 control para contaminacién genémica;
Fig. 3B - localizacion de expresion de GAP65 por hibridacion in situ en premuda inducida y machos en intermuda
intactos, el panel izquierdo representa la tincion de hematoxilina y eosina (H&E), el panel medio representa el control
negativo en sentido correcto - sonda de GAP65, los dos paneles derechos representan la sonda antisentido GAP65
con el dltimo siendo un alargamiento de un area especifica, la barra representa 200 um salvo para sonda de premuda
inducida donde la barra representa 100 ym;

la Fig. 4 muestra el nivel de transcrito relativo de GAP65 (designado GASP65) en el disco gastrolitico tras silenciar
GAP65, cuantificacion relativa de nivel de transcrito GAP65 usando RT-PCR en tiempo real en el disco gastrolitico de
cangrejo inyectado con (izquierda a derecha): ecdisona y ARNds de GAP65, ecdisona y vehiculo de ARNdSs, ecdisona
y ARNds de vitelogenina de C. quadricarinatus (CqVg), vehiculo de ecdisona y vehiculo de ARNds y las letras
representan significancia estadistica;

la Fig. 5 son fotos que muestran deformidades morfologicas de los gastrolitos tras silenciacion de GAP65, los
gastrolitos representativos se diseccionan de cangrejo de rio inyectado bien con ecdisona y ARNds de GAP65
(izquierda), bien con ecdisona y vehiculos de RNAds (medio), bien con vehiculo de ecdisona y vehiculo de ARNds
(derecha); Fig. 5A - vista lateral de gastrolitos completos diseccionados del cangrejo de rio; Fig. 5B y 5C - formacion de
imagenes de rayos X del gastrolito anterior antes de diseccion (vista dorsal);

la Fig. 6 muestra micrograficas de microscopio electrénico de barrido (SEM) de deformidades estructurales de
gastrolitos tras silenciacion de genes de GAPG65; los gastrolitos representativos se diseccionaron de cangrejo de rio
inyectado con ecdisona + GAP65 RNAds (izquierda) y ecdisona + vehiculo RNAds (derecha); Fig. 6A y 6B - secciones
cruzadas de la parte central del gastrolito que manifiestan la disposicion del mineral y la matriz (X 50, X 200,
respectivamente); Fig. 6C - reordenamiento mineral que comprende nanoesférulas (X 15000); la ecdisona sin GAP
muestra apariencia de gastrolito normal, mientras que el gastrolito tratado con ecdisona + RNAds de GAP65 parece
deformado;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2393041 T3

la Fig. 7 muestra imagenes de SEM de carbonato de calcio in vitro precipitado en presencia/ausencia de la proteina
purificada de gastrolito; Fig. 7A - carbonato de calcio precipitado con fraccién enriquecida en GAP65 (izquierda),
carbonato de calcio precipitado con la cantidad equivalente de tripsina como un control (derecho); Fig. 7B - una imagen
de SEM de ACC 40 dias después de la precipitacién, demostrando estructuras amorfas tipicas con nanosferas de
50-500 nm;

la Fig. 8. muestra espectros de Raman del ACC obtenido por precipitacion con fraccién enriquecida de GAP65; Fig. 8A
- espectros de Raman de carbonato de calcio obtenida por precipitacién con fraccién enriquecida de GAP65; Fig. 8B -
27 dias después de la precipitacion; Fig. 8C - 6,5 meses después de la precipitacion;

la Fig. 9. es una comparacion de los espectros de Raman (alrededor del pico de 1085) de ACC de 6,5 meses de edad
(inducido por GAP65) con calcita;

la Fig. 10. muestra secuenciacién parcial de proteinas gastroliticas, estan presentes cromatogramas obtenidos por
nanopulverizacion Qtof2 tras digestion con tripsina, se obtuvieron secuencias de los péptidos a partir de picos
significativos a través de analisis EM/EM; la Fig. 10A muestra GAP22; la Fig. 10B muestra GAP21; la Fig. 10C muestra
GAP12;

la Fig. 11 muestra espectros de Raman del carbonato de calcio precipitado a partir de la solucion de cloruro de calcio
y de carbonato de sodio en presencia de extracto gastrolitico;

la Fig. 12 es Tabla 1, que muestra composiciones aminoacidicas de proteinas GAP;

la Fig. 13. muestra secuencia de nucleétidos de ADNc de GAP-22 y la secuencia aminoacidica deducida
correspondiente en fase de lectura abierta; los asteriscos indican codones de parada y la secuencias destacadas en
gris son las regiones no traducidas; los péptidos sefial tedricos en el extremo N-terminal estan subrayados;

la Fig. 14 muestra secuencia de nucledtidos de ADNc de GAP21 y la secuencia de aminoacidos deducida
correspondiente en fase de lectura abierta; los simbolos tienen el mismo significado que en la Fig. 13; y

la Fig.15. se refiere a las secuencias GAP; la Fig. 15A muestra secuencia de nucleétidos de ADNc de GAP12 y la
secuencia de aminoacidos deducida correspondiente en fase de lectura abierta; los simbolos tienen el mismo
significado que en la Fig. 13; la Fig. 15B es alineamiento de secuencia de GAP12 y GAP21, las posiciones de
aminoécidos de las dos proteinas se muestran a la derecha y a la izquierda, las identidades de secuencia estan
indicadas por "*", las sustituciones conservadas estan indicadas por ":" y las sustituciones semiconservadas estan
indicadas por V;

Fig. 16 a Fig. 27 muestran espectros de Raman descritos en detalle en los Ejemplos 9 a 20; y

Fig. 28 a Fig. 32 muestran espectros de Raman de muestras preparadas de acuerdo con los Ejemplos 9, 10 y 18-20,
respectivamente, que se almacenaron después de la precipitacion a temperatura ambiente segun se describe.

Descripcion detallada de la invencion

Se ha encontrado que algunos aminoacidos fosforilados afectan la precipitacién de carbonato de calcio in vitro,
conduciendo a la formacion de forma amorfa de carbonato de calcio.

La invencién actual proporciona una composicion que contiene ACC y un aminoacido fosforilado. En un importante
aspecto de la invencién, se proporciona una formulacién para tratar trastornos asociados con metabolismo o
sefializacion de calcio, que comprende ACC y una cantidad estabilizadora de aminoéacido fosforilado. La formulacion
se usa preferentemente para administracion oral. La formulacion de la invencion se usa como un medio terapéutico, o
como un suplemento terapéutico, o0 como un suplemento nutricional.

En una realizacion preferida de la invencion, ACC preparado de acuerdo con la invencion esta comprendido en una
formulacion para tratar afecciones asociadas con metabolismo de calcio o con sefializacion de calcio. Dichas
afecciones pueden estar seleccionadas del grupo constituido por dolor, enfermedades proliferativas, trastornos
neuroldgicos, trastornos inmunolégicos, enfermedades cardiovasculares, enfermedades pulmonares, trastornos
nutricionales, trastornos reproductivos, trastornos musculoesqueléticos y problemas dentales. Dicho tratamiento
puede comprender mitigar los sintomas de las enfermedades. Dicha enfermedad proliferativa se puede seleccionar a
partir de sarcomas, carcinomas, linfomas y melanomas. Dicho carcinoma es, por ejemplo, carcinoma de mama o
carcinoma broncogénico. Dicho tratamiento puede conducir a encoger tumores, detener su crecimiento, o ralentizar o
inhibir la proliferacion celular en los tumores. Dicho dolor puede estar seleccionado de dolor postoperatorio, dolor
después de herida, dolor asociado con cancer y dolor neuropatico. Dicho trastorno neuroldgico puede estar
seleccionado de enfermedades desmielinizantes, demencias, y trastornos del movimiento; siendo dichos trastornos,
por ejemplo, esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, u otras enfermedades
degenerativas. Dicha afeccion a tratarse puede comprender un trastorno éseo o un trastorno de la médula ésea, tal
como fractura u osteoporosis. En una realizacion preferida, una composiciéon de la invencion se usa para tratar un
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trastorno neurodegenerativo.

La invencién se refiere a una composicion de materia que comprende ACC y una cantidad estabilizadora de un
aminoacido fosforilado (PAA) por ejemplo una composicién que comprende uno o mas PAA. La invencion se refiere
también a ACC estabilizado con PAA, para usar como un medicamento o en la elaboracién de un medicamento, o para
usar como un aditivo alimentario.

El procedimiento para la preparacion de ACC puede comprender las etapas:

i) Formar una solucién acuosa con iones de calcio (con solucién de CaCly).

i) Adicion de "aditivos" solubles o insolubles (acidos fosfoamino, quitosana, quitina, péptidos sintéticos, etc.).

ii) Adicion de iones de carbonato (con soluciéon de Na,CO3 u otra fuente de carbonato, como por ejemplo CO;, 0
(NH4)2COs.

iv) Agitacion.

v) Precipitacion de suspension de CaCOs; (por centrifugacion, filtracion etc.).

vi) Deshidratacion de suspension (por liofilizador, flujo de aire, secado por pulverizacion, etc.).

El analisis del producto puede comprender poner a prueba el CaCOj; resultante por diversos procedimientos (como
XRD, difraccion de electrones, SEM) para verificar su naturaleza amorfa. Se encontré6 que la espectroscopia de
Raman (RS) es el procedimiento mas eficaz y fiable para caracterizar ACC. Las caracteristicas de desplazamiento de
Raman del mineral comunicadas aqui son el pico de carbonato a 1080 cm™ cuya forma aguda es indicadora de ACCy
proporcional a su contenido. El pico de fosfato a 950 cm?, es proporcional al contenido de fosfato en la muestra.
Todz;wl'a, I3a proporcion entre 1080 a 950 cm™es proporcional, pero no directamente indicadora de la proporciéon de
CO3°/PO,™.

Los iones de calcio y de carbonato, en las soluciones a partir de las que se precipité el carbonato de calcio, estaban
usualmente en el intervalo desde aproximadamente 10 mM hasta aproximadamente 500 mM. La proporciéon molar de
aminoécido fosforilado (PAA) frente a calcio estaba usualmente en el intervalo de 0,01-0,5. Una concentracion mas
alta de PAA inhibié la precipitacion espontanea. La quitosana, cuando estuvo presente, estaba en el intervalo del
0,03-0,3 %.

Se sugiere que los acidos fosfoamino pueden inducir formacién de ACC y pueden estabilizarlo.

El carbonato de calcio precipitado se comprobo durante largos periodos de tiempo para el estado amorfo/cristalino. Se
encontré que los ejemplos de ACC obtenidos por procedimientos de la invencion fueron estables a temperatura
ambiente durante mas de siete meses, manteniendo su estado amorfo.

Ejemplos

Los ejemplos comparativos 1-8 y 1-16 que representan materia objeto de la Solicitud Divisional 2251018 de la Solicitud
actual se revelan también.

Ejemplo 1

Se prepararon gastrolitos de Cherax quadricarinatus segun se describe [documento WO 2005/115414]. La separacion
de SDS-PAGE de proteinas solubles a partir de gastrolitos reveld la presencia de al menos 6 proteinas distintas
prominentes (Fig. 1A izquierda) con la mas abundante estando en el tamafio de aproximadamente 65 kDa (proteina
gastrolitica 65, GAP65). La purificacion adicional de GAP65 del contenido en proteinas solubles gastroliticas se llevo a
cabo usando cromatografia HPLC DEAE con gradiente de NaCl de hasta 1 M. La elucion GAP65 comienza a NaCl 300
mM pero continua principalmente a 600 mM (fracciéon 17). La fraccion 17 enriquecida en GAPG65 se analiz6 por
SDS-PAGE vy se tifid con Coomassie (tincibn de proteinas no especifica), "tifie todo" (tincién proteica cargada
negativamente) y "pas"” (tincién glicoproteica), como se muestra en la Fig 1A derecha. Esta tincidn sugiere que GAP65
es la proteina principal en esta fraccién enriquecida y es una glicoproteina cargada negativamente. La digestion de
tripsina de GAP65 seguida por separacion usando nanopulverizacion Qtof2 y secuenciacion de los péptidos usando
EM-EM gener6 7 secuencias peptidicas predichas (Fig. 1B) que se usaron para la construccion de cebadores
degenerativos para la adquisicion de una secuencia génica codificada de GAP65 completa basada en ARNm de disco
epitelial gastrolitico. La Fig. 2A manifiesta la secuencia aminoacidica deducida de fase de lectura abierta que muestra
una secuencia sefial predicha del extremo N-terminal de la proteina (negrita). Aproximadamente el 4,6 % de
aminoécidos totales de GAPG65 se predijeron como sitios de fosforilacion posibles (cajas grises), mientras que
solamente se encontraron tres sitios de N-glicosilacion predichos (cajas claras incluyendo tres letras) y dos sitios de
O-glicosilacion predichos (cajas oscuras en aminoacidos numero 72 y 173). La carga negativa se origina en parte a
partir de los residuos con caracter acido acidos aspartico y glutamico, que comprenden aproximadamente el 12 %
molar de la proteina. Analisis bioinforméaticos de secuencia de GAP65 sugirieron la presencia de tres dominios
conocidos (Fig. 2B): dominio 2 de unién a quitina (ChtBD2) de aminoacidos 29-102, dominio de receptor de
lipoproteina de baja densidad de clase A (LDLa) de aminoacidos 122-159 y dominio de deacetilasa polisacaridica de
aminoacidos 195-332. La Fig 2C revela la estructura tridimensional predicha del dominio LDLa en base a la homologia
a estructura de RMN de repeticion CR3 similar al complemento de la proteina relacionada con el receptor de
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lipoproteinas de densidad baja. Este dominio de LDLa es el tnico dominio en GAP65 que tiene una propiedad de union
a calcio predicha.

Ejemplo 2

La expresion especifica de GAP65 se probd en cangrejo de rio en premuda en varios tejidos objetivo por medio de
RT-PCR (Fig. 3A). La expresion de GAP65 se detecté en el disco epitelial gastrolitico y en el tejido subepidérmico,
ambos son tejidos relacionados con la cuticula. La expresion de GAP65 no se detectd en el hepatopancreas, pared
estomacal y conducto espermatico. La localizacion de expresién de GAP65 en el disco gastrolitico de cangrejo de rio
en premuda inducido y cangrejo de rio en intermuda intacto por hibridacion in situ se presentan en la Fig. 3B. El panel
izquierdo representa tincion de hematoxilina y eosina del disco gastrolitico, el panel medio es la sonda en sentido
correcto control donde no se detecta ninguna expresion. Los dos paneles izquierdos representan la sonda antisentido
con el dltimo siendo un alargamiento de un area especifica. La sonda antisentido revela que la expresion de GAP65 se
puede detectar solamente en las células epiteliales columnares del disco gastrolitico de un cangrejo de rio inducido,
mientras que, en cangrejo en intermuda intacto esta expresion no se detecta.

Ejemplo 3

Los niveles transcritos de GAP65 relativos en el disco epitelial gastrolitico tras anulacién usando ARNds se midieron
usando RT-PCR en tiempo real y se presentaron en Fig. 4. Los niveles de GAP65 se evaluaron en cangrejos de rio
inyectados con ecdisona y ARNds CAP65, ecdisona y vehiculo de ARNds, ecdisona y vitelogenina de C.
quadricarinatus (CqVg) y un control inyectado con ambos vehiculos. CqVg, un gen especifico hepatopancreatico
encontrado mayoritariamente en hembras reproductivas, sirvi6 como un control para silenciacion especifica de
secuencias. Los niveles de transcritos de cangrejo de rio inyectado con ecdisona y ARNds de GAP65 fueron
significativamente mas bajos que los niveles encontrados en el cangrejo de rio inyectado con con ecdisona y vehiculo
de ARNds. En el cangrejo de rio inyectado con ecdisona y dsRNA de CqgVg, los niveles de transcrito GAP65 fueron
similares a los niveles detectados en la ecdisona y el grupo inyectado con vehiculo de ARNds. En el cangrejo de rio
inyectado con vehiculos control los niveles de transcritos de GAP65 fueron mayores que los niveles encontrados en el
cangrejo de rio inyectado con ecdisona y ARNds de GAP65 pero méas bajos que los niveles detectados tanto en el
cangrejo de rio inyectado con ecdisona y ARNds como en el cangrejo de rio inyectado con ecdisona y ARNds de
CqgVg. Sin embargo, el grupo de vehiculos control no era estadisticamente significativamente diferente de los otros tres
grupos.

Ejemplo 4

Con el fin de probar el papel de GAP65 en formacion de gastrolitos, se aplicé una técnica de ARNi usando in vivo
inyecciones de ARNds de GAP65 a cangrejo de rio en intermuda. La iniciacion de formacion de gastrolitos se logré por
inyeccion de edicsona. En la Fig. 5 se puede ver gastrolito de cangrejo de rio inyectado bien con ecdisona + ARNds de
GAPG5, bien con ecdisona + vehiculo de ARNds, o bien con vehiculos tanto de ecdisona como de ARNds. La Fig. 5A
es una vista lateral de un gastrolito representativo diseccionado a partir de cada grupo de tratamiento. A partir de esta
imagen se pueden observar deformidades morfoldgicas del gastrolito en cangrejo de rio inyectado tanto con ARNds de
GAPG65 como con ecdisona, mientras que en cangrejo de rio inyectado solamente con ecdisona y vehiculo de ARNdSs,
el gastrolito aparecié normal sin deformidades. En los vehiculos de control injectados el gastrolito aparecié sin
desarrollar o0 en un estado de crecimiento inicial. La Fig. 5B representa vista de rayos X dorsal del cangrejo de rio y el
gastrolito antes de diseccion mientras que la Fig. 5C presenta imagenes con mas contraste de las imagenes del panel
B. En el cangrejo de rio inyectado tanto con dsRNA de GAP65 como con ecdisona, hay algunas regiones en las que se
registra deteccion de mineral menos densa mientras se mantiene la forma discoidal del gastrolito. En el cangrejo de rio
inyectado con ecdisona + vehiculo de ARNdSs, el gastrolito aparece normal sin ningln efecto en densidades de mineral.
El gastrolito de vehiculo de control fue demasiado pequefio para detectarse por la formacién de imagenes de rayos X.

Ejemplo 5

Imagenes de microscopio electrénico de barrido de gastrolitos disecados a partir de cangrejo de rio con ARNds de
GAPG5 y ecdisona y a partir de cangrejo de rio inyectado solamente con ecdisona y vehiculo de ARNdSs, se presentan
en la Fig. 6. Las Fig. 6A-B representan imagenes de una seccion transversal a través de la parte central del gastrolito.
En el gastrolito del cangrejo de rio inyectado con ARNds de GAP65 y ecdisona se pueden observar anormalidades
estructurales graves cuando se comparan con el gastrolito del cangrejo de rio inyectado solamente con ecdisona y
vehiculo de ARNds. La estructura laminada mineral densa observada en el gastrolito de edicsona y el vehiculo
inyectado se reemplaza con una estructura de mineralizacion columnar empaquetada débilmente, que se asemeja a
pajas huecas, en el gastrolito de ecdisona y en el cangrejo de rio inyectado con ARNds de GAP65. El
empaquetamiento del ACC en esférulas y el tamafio de las esférulas, es importante para el empaquetamiento denso
del gastrolito. Se presenta aumento X 15000 comparando el tamafio de las esférulas entre los dos tratamientos en la
Fig. 6C. En el gastrolito dispuesto menos densamente de cangrejo de rio inyectado con ecdisona y ARNds de GAP65
el tamafio de esférulas varié entre aproximadamente 100-300 nm mientras que en el ACC normal depositado en
gastrolito de cangrejo de rio inyectado con ecdisona y vehiculo de ARNdSs las esférulas tienen distribucion de tamafio
mas estrecha, varié desde 40-60 nm.
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Ejemplo 6

Con el fin de dilucidar el papel de GAP65 en el procedimiento de biomineralizacion, se establecié un ensayo de
precipitacion de carbonato de calcio in vitro que puso a prueba la estabilizacion de ACC. La Fig. 7 presenta resultados
de precipitacion de carbonato de calcio en presencia de GAP65 y en presencia de otra proteina (tripsina). Las
imagenes de SEM en la Fig. 7A indican el polimorfo distinto de carbonato de calcio en cada tratamiento. La
precipitacion de carbonato de calcio en presencia de GAP65 dio como resultado la deposicion de forma amorfa (ACC),
observada como una capa fina que se compone de esférulas de 100-500 nm. Los experimentos de precipitacion
llevados a cabo en las mismas condiciones pero en presencia de tripsina dieron como resultado cristalizacion rapida,
observada como cristales individuales de 10 nm grandes de esferulitas de calcita y vaterita. La Fig. 7B confirma la
naturaleza del ACC en carbonato de calcio precipitado en presencia de GAP65. El andlisis de Raman estd mostrando
el espectro distinto de ACC con un pico amplio transparente a 1070 cm™. La presencia de GAP65 en las esférulas ACC
formadas por la precipitacion in vitro se confirmd por purificacion de la proteina de la fraccion mineral del precipitado y
su evaluacion por SDS-PAGE contra la fraccién enriquecida de GAP65 original.

Ejemplo 7

La estabilidad de ACC precipitado con GAP65 se probd con espectroscopia de Raman en las muestras mantenidas a
temperatura ambiente. Se afiadieron 100 ul de CaCl, 1 M a agua doblemente destilada (concentracion final: 10 mM).
Se afiadieron 80 ul de la solucion de extraccion de proteinas (1,2 pg/ul) (concentracién final ~10 pl/ml). 100 pl de
Na>COs3 1 M (concentracion final: 10 mM) se afiadio después de una agitacion intensiva. El vial se centrifugé durante 5
minutos a 400 rpm, el precipitado se frot6 sobre una lamina de cristal e instantaneamente se sec6 con flujo de aire. Los
depositos de CaCOg; se caracterizaron inicialmente por microscopia polarizada como una mezcla de calcita, vaterita y
ACC. Las observaciones se confirmaron por espectroscopia de Raman. El ACC estaba en forma de una "corteza"
delgada y se estimd que comprendia aproximadamente al menos el 50 % del CaCOgs total. EI ACC permanecio estable
a temperatura ambiente durante al menos 1 mes, segin muestran los espectros de Raman del ACC un dia después de
precipitacion, 27 dias después de precipitacién y 6,5 meses después de precipitacion. (Fig. 8A, 8B, 8C). La
comparacién de espectros de Raman (alrededor del pico de 1085) de ACC de 6,5 meses de edad con calcita (Fig. 9)
indico mezcla que comprende aparentemente ACC y vaterita (cuando se considera un acotamiento de pico en el pico
1085 que es posiblemente una aparicion de una separacion de pico que caracteriza vaterita).

Ejemplo 8

El extracto gastrolitico inhibe cristalizacion de carbonato de calcio y estabiliza la forma amorfa de carbonato de calcio
(ACC). Se detectd ACC por espectroscopia de Raman en un precipitado de CaCOg preparado a partir de una solucion
gue contiene CaClz, Na,CO3 y el extracto de gastrolitos (Fig. 11). La presencia de ACC esta validada por la presencia
de un pico ancho predominante a aproximadamente 1080 cm™. El pico a 560 se atribuye al sustrato de vidrio. Las
expresiones de los genes GAP se encontré que son especificas para el disco epitelial gastrolitico y para el tejido
subepidérmico, ambos son tejidos relacionados con la cuticula. La expresion especifica de GAP21, GAP22 y GAP65
en varios tejidos objetivo se comprobé por medio de RT-PCR, de forma similar a como se describe en el Ejemplo 2. Las
expresiones GAP21 y GAP65 se encontraron en ambos tejidos relacionados con cuticula. La expresién de GAP22 se
encontr6 solamente en el disco epitelial gastrolitico. Las secuencias de ADNc de los genes correspondientes se
obtuvieron y se encontraron sus proteinas deducidas (Figs. 13-15). Se encontré que todas las cuatro proteinas
contienen péptidos sefial en su extremo N-terminal (aminoacidos subrayados en las Figs. 13-15 y en negrita en Fig. 2).
Buscar similitud en bases de datos de dominios conservados revel6 que GAP65 contiene tres dominios conservados,
dominio de unién a quitina 2, dominio receptor de liproproteinas de baja densidad de clase A y dominio de deacetilasa
polisacaridica. GAP 12, GAP21 y GAP22, por otro lado, no muestran ninguna similitud a dominio conocido alguno.

La alineacion BLAST de GAP12 y GAP21 revel6 una identidad del 46,3 % en las secuencias de aminoacidos
deducidas de estas proteinas (Fig. 15B).

Analisis fisico-quimicos de las proteinas deducidas revelaron que los pesos moleculares calculados de GAP12, 21y
65 son mas pequefios que los esperados, 9,9, 19,5y 60,8 kDa respectivamente, mientras que aquel de GAP22 es mas
alto que el esperado, 28,6 kDa (Tabla 1, Fig. 12). GAP12, GAP21 y GAPE65 tienen un pl acido, por lo tanto estan
cargadas negativamente al pH fisiol6gico del gastrolito (cerca de pH 8,5). GAP12 y GAP21 tienen un porcentaje alto de
aminoacidos no polares, alifaticos (glicina, alanina y valina) y un porcentaje alto del aminoacido prolina polar pero no
cargado (destacado en gris en Tabla 1). GAP65 tiene un contenido alto de aminoacidos acidos, pero ninguna otra
caracteristica distinguible. GAP22 tiene un pl basico, por lo tanto esti cargada positivamente al pH fisiologico del
gastrolito. Sus caracteristicas principales son un porcentaje alto del amino&cido polar pero no cargado prolina y del
aminoacido positivamente cargado arginina. De acuerdo con analisis bioinformaticos, GAP12 y 21 muestran
similitudes en composicién de aminoacidos a otras proteinas conocidas por estar implicadas en precipitacion de calcio
en crustaceos.

Ejemplo 9

Se afiadieron 100 ul de CaCl, 1 M a 10 ml agua doblemente destilada (DDW), alcanzando la concentracion final de 10
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mM. Se afiadieron 200 pl de solucion de P-serina (P-Ser) (100 mM) a la solucion, alcanzando 2 mM de P-Ser. 100 ul de
Na,CO3; 1 M (concentracién final: 10 mM) se afiadieron tras una agitacion intensa. El vial se centrifugd durante 5
minutos a 4000 rpm a temperatura ambiente. La solucién superior se retird y la precipitacion se extendié formando un
frotis sobre un portaobjetos de vidrio y se sec6 instantaneamente por flujo de aire. La RS mostré ACC (Fig. 16). La
muestra se almacend a temperatura ambiente y se puso a prueba por estabilidad de ACC cinco meses después de la
precipitacion (Fig. 28).

Ejemplo 10

Se afiadieron 100 pl de CaCl, 1 M a 10 ml de DDW (concentracion final: 10 mM). Se afiadieron 100 ul de solucion de
P-treonina (P-Thr) (100 mM) a la solucién, alcanzando P-Thr 1 mM. 100 pl de Na,CO3 1 M (concentracion final: 10 mM)
se afiadieron tras una agitacion intensa. El vial se centrifug6 durante 5 minutos a 4000 rpm a temperatura ambiente. La
solucidn superior se retird y la precipitacion se extendié formando un frotis sobre un portaobjetos de vidrio y se seco
instantaneamente por flujo de aire. La RS mostré ACC (Fig. 17). La muestra se almacend a temperatura ambiente y se
puso a prueba por estabilidad de ACC 4,5 meses después de la precipitacion (Fig. 29).

Ejemplo 11

Se afiadieron 100 pl de CaCl, 1 M a 10 ml de DDW (concentracion final: 10 mM). Se afiadieron 200 ul de solucion de
P-serina (100 mM) a la solucién. 100 pl de Na,CO3; 1 M (concentracion final: 10 mM) se afiadieron tras una agitacion
intensa. El vial se centrifug6 durante 5 minutos a 4000 rpm a temperatura ambiente. La solucién superior se retiro y la
precipitacion se congel6 en nitrégeno liquido y lo congelado se sec6 en un liofilizador. La RS mostré ACC (Fig. 18).

Ejemplo 12

Las condiciones segun se describen en el Ejemplo 11 se modificaron cambiando las concentraciones finales de CacCl,
y Na,CO3; desde 10 mM hasta 100 mM. La RS mostr6 ACC (Fig. 19).

Ejemplo 13

Las condiciones segun se describen en el Ejemplo 10 se modificaron cambiando el procedimiento de deshidratacion
de sometimiento a flujo de aire a liofilizacion. La RS mostré ACC (Fig. 20).

Ejemplo 14

Un sistema que comprende CaCl, 20 mM, Na,CO3; 20 mM, P-Ser 2 mM con quitosana (3 % en peso disuelto en acido
acetico 0,2 M) que se afiadi6 a la solucién de precipitacion, después de la adicion de calcio a una concentracion final
de 0,3 % en peso. La RS mostré ACC (Fig. 21).

Ejemplo 15

Las condiciones segun se describen en el Ejemplo 14 se modificaron empleando las concentraciones finales de CacCl,
0,5 M, Na,CO3 0,5 M y P-Ser 3 mM. Esta composicién representa el limite de concentracién superior. La RS mostro
ACC (Fig. 22).

Ejemplo 16

Los gastrolitos se diseccionaron a partir de cangrejos de rio inducido endocrinolégicamente, pesado, aclarado con
agua destilada y mantenido a -20 °C. Después la capa externa del gastrolito se raspé eliminando cualquier material
externo residual, los gastrolitos se congelaron usando nitrégeno liquido y se molieron a polvo usando un mortero y una
maja. La desmineralizacién se llevo a cabo por agitacion de cada gramo de polvo de gastrolito fue en 20 ml de acetato
de amonio 0,02 M, EGTA al 0,5 M, pH 7,0, en hielo. Cuando la disolucién de CaCO3; se completo, la suspension se
centrifugé (2000 rpm, 15-20 minutos, 4 °C) y el sobrenadante se recogio. La matriz insoluble residual (ISM) se us6
como aditivo a la solucidn calcificante (etapa ii). 200 pl de la ISM (estimados: ~30 ug de proteina) se afiadieron a 10 ml
de la mezcla de cristalizacién comprendiendo CaCl, 10 mM y Na,CO3 10 mM, seguido por deshidratacion por flujo de
aire. La RS mostré ACC (Fig. 23).

Ejemplo 17

Las condiciones segun se describen en el Ejemplo 16 se modificaron cambiando las concentraciones finales de CacCl,
y Na,COj3; desde 10 mM hasta 20 mM y el volumen de ISM a 100 ul (~ 15 pg de proteina), deshidratando por medio de
liofilizacion. La RS mostro ACC (Fig. 24).

Ejemplo 18

La ISM se tratd con diversas enzimas proteoliticas con el fin de liberar las proteinas de unién a quitina (bien formacion
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de enlaces de hidrégeno o bien formacién de enlaces covalentes) a partir de la fase insoluble de quitina y demostrando
la actividad de los péptidos resultante en induccién y estabilizacién de ACC (Fig. 25).

Se afiadieron 28 ml de acetato de amonio (2 mM) a 7 ml de ISM. A partir de esta solucion se mezclaron 10 ml de
tripsina (3,8 mg/ml) en acetato de amonio (2 mM). Las suspensiones de la ISM con las enzimas proteoliticas se
incubaron durante 2 horas a 4 °C en condicion agitada. Después de la incubacién los viales se centrifugaron durante 5
minutos a 4000 rpm. Se retiré el sobrenadante que contenia las proteinas digeridas de ISM; se afadié 1 ml del
sobrenadante (equivalente a 100 pl de matriz insoluble y a ~ 150 pg de proteina) a 10 ml de CaCl, (10 mM). 100 de
Na,COsz 1 M (concentracion final: 10 mM) se afadieron tras una agitacion intensa. El vial se centrifugd durante 5
minutos a 4000 rpm, la precipitacién se extendié formando un frotis sobre un portaobjetos de vidrio e instantaneamente
se seco con flujo de aire. La RS mostré ACC (Fig. 25). La muestra se almacend a temperatura ambiente y se puso a
prueba para estabilidad de ACC siete meses después de la precipitacion (Fig. 30).

Ejemplo 19

Se afiadieron 28 ml de acetato de amonio (2 mM) a 7 ml de ISM. A partir de esta solucion se mezclaron 10 ml con 10
ml de proteasa a partir de Streptomyces griseus (Sigma P6911, 0,6 mg/ml) en acetato de amonio (2 mM). Las
suspensiones de la ISM con las enzimas proteoliticas se incubaron durante 2 horas a 4 °C en agitacion. Después de la
incubacién los viales se centrifugaron durante 5 minutos a 4000 rpm. El sobrenadante que contiene las proteinas
digeridas por ISM se eliming; se afiadié 1 ml del sobrenadante a 10 ml de CaCl, (10 mM). 100 ul de Na,CO3; 1 M
(concentracion final: 10 mM) se afiadieron tras una agitacion intensa. El vial se centrifugd durante 5 minutos a 4000
rpm, la precipitacion se extendié formando un frotis sobre un portaobjetos de vidrio e instantaneamente se sec6 con
flujo de aire. La RS mostro el pico de ACC (a 1080) y el pico secundario adicional, posiblemente de fosfato de calcio
(pico a 950) (Fig. 26). La muestra se almacend a temperatura ambiente y se puso a prueba para estabilidad de ACC
siete meses después de la precipitacion (Fig. 31).

Ejemplo 20

Se afiadieron 28 ml de acetato de amonio (2 mM) a 7 ml de ISM. A partir de esta solucion se mezclaron 10 ml de
papaina (0,26 mg/ml) en acetato de amonio (2 mM). Las suspensiones de la ISM con las enzimas proteoliticas se
incubaron durante 2 horas a 4 °C en condicion agitada. Después de la incubacién los viales se centrifugaron durante 5
minutos a 4000 rpm. El sobrenadante que contiene ahora las proteinas digeridas por ISM se elimind; se afiadié 1 ml del
sobrenadante a 10 ml de CaCl, (10 mM). 100 ul de NaCO3 1 M (concentracion final: 10 mM) se afiadieron tras una
agitacion intensa. El vial se centrifugdé durante 5 minutos a 4000 rpm, la precipitacién se extendié formando un frotis
sobre un portaobjetos de vidrio e instantdneamente se secé con flujo de aire. La RS mostré6 ACC y posiblemente
fosfato de calcio (Fig. 27). La muestra se almacené a temperatura ambiente y se puso a prueba para estabilidad de
ACC siete meses después de la precipitacion (Fig. 32).

Mientras esta invencion se ha descrito en términos de algunos ejemplos especificos, son posibles muchas
modificaciones y variaciones. Se entiende también que dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas, la
invencién puede realizarse de otra manera que segun se describe especificamente.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion que comprende carbonato de calcio amorfo (ACC) y al menos un aminoacido fosforilado.

2. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho aminoéacido fosforilado es fosfo-serina o
fosfo-treonina.

3. Un procedimiento de preparar carbonato de calcio amorfo estable, que comprende mezclar en fase acuosa en
cualquier orden una sal soluble que comprende calcio, una fuente de carbonato y un aminoécido fosforilado.

4. Una formulacion farmacéutica que comprende una composicion de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1y 2.

5. Una formulacion nutricéutica o o aditivo alimentario o alimento funcional que comprende una cualquiera de las
composiciones de las reivindicaciones 1y 2.

6. Un suplemento dietético que comprende una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
y 2.

7. Una formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 4, para tratar afecciones seleccionadas del grupo
constituido por dolor, enfermedades proliferativas, trastornos neurolégicos, trastornos inmunoldgicos, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades pulmonares, trastornos nutricionales, trastornos reproductivos, trastornos
musculoesqueléticos y problemas dentales.

8. Una formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que dicha enfermedad proliferativa es
carcinoma de mama o carcinoma broncogénico.

9. Una formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que dicho dolor esta seleccionado de dolor
postoperatorio, dolor después de herida, dolor asociado con cancer y dolor neuropatico.

10. Una formulaciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que dicho trastorno neurologico se
selecciona de enfermedades desmielinizantes, demencias y trastornos del movimiento.

11. Una formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que dicha afeccion es una enfermedad
degenerativa 0 un trastorno neurodegenerativo seleccionado de esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer y
enfermedad de Parkinson.

12. Una formulacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que dicha afeccién comprende un trastorno
0seo o un trastorno de la médula 6sea.

13. Una formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que dicho trastorno comprende fractura u
osteoporosis.

14. Una formulacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho carbonato de calcio amorfo esta
estable al menos durante 1 mes.

15. Un procedimiento para inhibir la cristalizacion de carbonato de calcio en una mezcla que comprende un carbonato
y una sal de calcio, que comprende mezclar en dicha mezcla una cantidad de un aminoacido fosforilado.
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Fraccion purificada de DEAE
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ACC con proteina “65“
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ACC de 6,5 meses de edad (“65*)
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Tabla 1: Comparacion de composiciones aminoacidicas de proteinas GAP.

GAP12 GAP21 GAP22 GAP65
Aminoacido (9,9 kDa) (19,5 kDa) (28,6 kDa) (60,8 kDa)
pl-5,09 pl-4,8 pl-11,45 pl-5,01
|Glicina -18,4 % \ 9,2 % (17) 5,6 % (15) | 6,1%
|A|anina 15,3 % \ 15,7 % 8,2 % (22) | 4,7 %
L |Va|ina 10,2 % \ 7,6 % (14) 4,5 % (12) | 4,5 %
Alifaticos no polares
| Leucina 4,1 % (4) \ 8,6 % (16) 5,9 % (16) | 51%
| Isoleucina 0% (0) \ 1,6 % (3) 4,8 % (13) | 4,7 %
| Metionina 0% (0) \ 0% (0) 0% (0) | 2,8 %
| Fenilalanina 5,1%(5) \ 7% (13) 1,1 % (3) | 6,4 %
Aromatica |Tirosina 4,1 % (4) \ 0,5% (1) 0,4 % (1) | 3,0%
|Tript(:-fano 2% (2) \ 0% (0) 0 % (0) | 1,9%
| Serina 4,1 % (4) \ 6,5 % (12) 6,7 % (18) | 53 %
| Prolina 8,2% (8) \ 8,1 % (15) 257 % | 6,8%
|Tre0nina 3,1%(3) \ 1,6 % (3) 8,2 % (22) | 53 %
Polares no cargados
|Cisteina 0% (0) \ 0% (0) 0 % (0) | 4,9 %
|Asparragina 8,2 % (8) \ 5,4 % (10) 0,7 % (2) | 59 %
|Glutamina 4,1 % (4) \ 10,8 % 4,8 % (13) | 53 %
| Lisina 2% (2) \ 0% (0) 5,6 % (15) | 4,0 %
Cargados positivamente | Histidina 1% (1) \ 0,5 % (1) 1,9 % (5) | 21 %A
|Arginina 3,1%(3) \ 7 % (13) 9,3 % (25) | 6,4 %
. |Aspanato 2% (2) \ 5,4 % (10) 3,3 % (9) | 7,6 %
Cargados negativamente
|Glutamat0 5,1 %(5) \ 4,3 % (8) 3,3 % (9) | 7,0 %

Fig. 12
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CTCCTTGTGGGGGCGTGTGTCGCCATACCACCCGGCCGTCCARCAGACAGCATCAGGTTC
L L VvV G A CVATIUPUPGTRUZPTDS5IRF

GTTCGGCAGACAAAACCTTTACCCCGTCCGCAACACCCACAGATCTCGCCCACACCCCCT
V R QT XK PLPRUPOQHUPOGQTISPTUP P

GCTGGCTACCAACCCAAGCCCCAGGTAGATCCAACCCCGCACCCAGGTCATGTCATCCAG
A G Y Q P K P Q VD PTUPHUPG HUV I Q

ACTCTACCAGCACATCCAAGTTCAAAACTGACCAGGCCTGCTCCACGACCCTCGCGACAC
T L P A BE P S S KULTU RUPATPT RTPSR RH

CRACGCAGCGCAGACGAAGTTCGACAGGGAAGTGTTCCTACCACCGCAATAGGCARGCCC
Q R S A DEVROQGS UV PTT T ATITGI K?P

CAGACTCTGCCTCCCAAGTCCCAACTTACAAAARCCAGCTGTACGGCCACAAACTCGTCCA
Q T L P P K S Q L T KPA AV RUPOQTR P

GCTACTCTTCCTGGGAATCTGGCTARACCTGCTCAGCGATCCAAGAGTCTTGAAGACAGC
A T L P G N LA KUPAOQUR S K 8 L E D 8

AGCTTCGCTCCTCTTCCTACTGGGCCCATTGTGGAACCAAGACCTTCCCCAGGAGAGCTG
S FAPLUPTGU PTIV EUZPIURUPSGSPGEL

ACAAAACCAGCTAGTCGCCCCATTGTTGATCCCATACCTCCCGCAGGAGAACTGACAAARN
T XK P A S R P I VD P I P PA G ELTK

CCAGCTAGTCGCCCCATTGTTGATCCCATACCTCCCGCAGGAGAACTGACAARACCAGCT
P A S R P I VDUZPTIUPUZPAGETLTIEKT?PA

AGTCGCCCCATTGTTGATCCCATACCTCCCGCAGGAGRACTGACAAAACCAGCTARATCGT
S R P I VD PTI P P A G EULTIKUPANR

CCCRAGAGTGTGGATAGTGGTTTTGCTCCACTACCTACTGGACCCATTGTAGAACCCAGA
P K S VDS GV FAUPULUZPTGU?®PTIVE PR

CCACCTCCGGGAGAGCTAACAAAACCAGCTCCTCGTCCTAGGCCTCGTCCAGGGGACTTA
P P P G E L T XK P A PRPURUPUZ RUPGTUDTL

ACAAAACCAGCCACTCGTCCCAGGCCTCGTCCTGCGCGTCCCACACAGGCATAAEGTETE
T K P A TRUPWRUPURUPARUPTOQA A *
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CIEEECATGATGAGGGCAGTCGTGTGTGTG 60

M RAVYV CV 7
CTTCTCGCTATTTCCGGAATGGCAAGTGCCCAGTCAGCGAGAGGCGAAACGTTTGCGCAT 120
L L A I S G M A S A QS ARG GETTFA AH 27
GCCAGACCATCTGTCARACAGCTTCCAGGACTCTGCTTCCCTCTCTGCTGATCCTTICTGCT 180
A R P S VNSV FQDSASIL S ADUZP S A 47
GCTGCGGCTCCTCGAGCAGCCCCTGCAGCAGCCCCTGCCGCAGCTCCTGCCGCAGCTCCC 240
A A A PRAAP AAMALALZATPAA AATPU AMALAULALTP 67
GCACAGCAGAACTATGGGCCAAATTTCTTCGGTCCAGGACTCAACAATCCATTGGCCTTC 300
A Q QNY GPNTFTFGPGLNNZPLATF 87
CCTCTCAATCCATTGGTAGCACAGCAAGCCCAGAGGATCGCTTCCTTCAACCCCAACCTC 360
P LNPLVAQOQA AMQRTIAST FNZPNIL 107
AGAGTGTTCGTTGATATTGACGGCTCAGTITCAGCTCACTGATCAGTTCGGCCGCGAAGTT 420
RV FVDIDGS VYV QLTUDOQTFGREYV 127
GATGAGGTCTTGGATGAGTTCGGCCGCGATGTATCTGAACTTCTCGATGTCGARGAGCAG 480
DEVLDETFGRIDV S ETLTULDVEEQ 147
CAAGAGGCACTTCTTCGACGTCGCCAGCAGCAACTTGACCTACAGCTGCTGCAGCAGTTC 540
Q EALLURIRROQOQQLDULOGOTLTULZGQZGQTF 167
ARCAACCCTGCCTTTGGTGGTAGTGTTGGTGGACAAGCTGCTGTTGGCGGACARACTGGT 600
N NP A F GG SV 6 G QA AV GGG QTG 187
GTTGGGGGAGGATTCCCACGACAGAGATCCTTCAGAATCGTGGTGT 660
VEG6GFPRQIRSF FURTIUVYV * 202
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TTTTCATTCTCCTTGTGGTGATTGGTGTGGTGTCAGCCCAGCTTGGTGCTGGCCAGGTGE

FILLVVIGVVSAQLGHA AG®GOQUVG

GAGGTGCTGCTCCAGCMCAGGGTGCTGGAGGTGCTGCTGGTGTTGGCTCGTCCWGGGGCAG
G AAPAQGAGGARGYVGGTZPGA ANA- A

CTCCTGTAAACCCCTACGGACCTAAAGTGTATGGTTCTGGCCTCAACAATCCCTTCGCCT
P VNPYGPEKVYGSGLNNEPFA RATF

TCCCTCACAACACGTGGGAAGTGAGTCGTGCTGCGGCGGTGGCAGC TACCAACCCCAACC
P HNTWEVS SRAAAYV ARALTNTPNL

TCTATGTGCGCGTGGAGTCTGACGGAGGCTGGGARTTCACCARCCGCTTCGGAGAGAAGG
Y VRVESDGGWETFTNRTFGETZ KV

TTGATGTGTACAACAGCTTCGGCCAAGAGCTTGACEAGTIGEACTE

DVYNSFPFGQ QETL?*
ST RTCI G IETATCAALG

o

AR, ﬁGGT T

'_ "EG Tf
. qA@A@A 3@

GAP 12 33 YGPKVYGSGLNNPFAFPHNTWEVSRAAAVAATN 65
GAP 21 55 YGPNFFGPGLNNPLAFPLNPLVAQQAQRIASFN 87

* ok k. sk whkdkhkw e kkk ¥k T -k s *

GAP 12 66 PNLYVRVESDGGWEFTNRFGEKVD-VYNSFGQEL 98

GAP 21 88 PNLRVFVDIDGSVQLTDQFGREVDEVLDEFGRDV 121

kkk * K+ Kk s e ke shk ekk ko kk .
. . - e - . - = ..

Fig. 15b
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Intensidad relativa

Intensidad relativa

ES 2393041 T3

500
400

300

| "]

200
100 A

-100

200 400 600 800 1000 1200

Desplazamiento de Raman cm”

Fig. 16

900

800

700

600

500

400
300+
200

i

100

200 400 600 800 1000 1200

Desplazamiento de Raman cm™

Fig. 17

40



Intensidad relativa

Intensidad relativa
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Intensidad relativa

Intensidad relativa
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Intensidad relativa
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Intensidad relativa

Intensidad relativa
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Intensidad relativa

Intensidad relativa
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Intensidad relativa

Intensidad relativa
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ACC (P-serina) de 5 meses de edad
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Intensidad relativa

Intensidad relativa
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ACC (ISM-proteasa) de 7 meses de edad
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Intensidad relativa
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ACC (ISM-papaina) de 7 meses de edad
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