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DESCRIPCION
Campo técnico

La presente invencion hace referencia a un nuevo uso farmacéutico de lactoferrina bovina y a un preparado
combinado para el uso simultaneo, secuencial o separado que comprende lactoferrina bovina.

Estado de la invencion

Las membranas mucosas humanas, generalmente colonizadas por bacterias comensales, son el habitat que
estd mas expuesto a la agresién de microorganismos patogénicos y virus. En situaciones fisioldgicas, las secreciones
mucosas, constituidas por diversas proteinas y péptidos de inmunidad natural, aseguran la protecciéon contra el ataque
microbiano y virico. La respuesta inflamatoria es un mecanismo de defensa fundamental contra infecciones que esté im-
plementado por el huésped, pero en algunas condiciones puede resultar tan intensa como para ser dafiina. En tales ca-
sos, la inmunotolerancia del huésped respecto de los microorganismos comensales empieza una respuesta inmune adap-
tativa contra patdgenos, que crea una inflamacion que es denominada “destructiva” porque esta siempre acompafiada por
un dafio significativo a las células del huésped. Por lo tanto, el equilibrio entre la inflamacion fisiologica y la inflamacion
destructiva, junto con los mecanismos reguladores que limitan la respuesta inflamatoria y restablecen, cuando es necesa-
rio, la homeostasis de la inflamacién (inflamacion fisiolégica), son esenciales, porque aseguran la inhibicién de fenémenos
destructivos que podrian, por ejemplo, combinarse con dafio causado por trastornos infecciosos ya en progreso, y las
membranas mucosas mismas, dafiadas y careciendo de factores no anticuerpos de inmunidad natural, podrian volverse
mas susceptibles a la aparicién de cualquier infeccién. La aparicién de una inflamacion patolégica y destructiva puede ser
causada por la persistencia de un estimulo que el cuerpo reconoce como extrafio y tiende a eliminar sin éxito. Casos tipi-
cos son, por ejemplo, inflamaciones destructivas después de embarazos mas 0 menos patolégicos, y especialmente des-
pués de infecciones viricas, micosis o infecciones causadas por bacterias (tanto gram positivo como gram negativo) que
estan localizadas intracelularmente o que, una vez se han adherido a las células del cuerpo, sintetizan y se cubren con
una capa mas o menos gruesa de polisacaridos, que junto con los microorganismos constituye el llamado biofilm, que se
sabe que es impermeable a agentes bactericidas y bacteriostaticos ordinarios.

Un trastorno adicional comin e importante de la inflamacién destructiva esta constituido por estados més o me-
nos graves de hipoferremia y/o anemia. Durante la inflamaciéon hay de hecho una transferencia gradual de hierro libre
desde la circulacion a los tejidos, aumentando considerablemente la concentracion fisiologica de hierro libre en el nivel de
la membrana mucosa (aproximadamente 108 M). Este hecho tiene varias consecuencias dafiinas para el cuerpo, inclu-
yendo (i) una sobreproduccion, a nivel del tejido, de especies reactivas de oxigeno, sobre todo superoxidos (mediante la
reaccion Fenton inducida por hierro), y (ii) un aumento en la produccion de citoquinas proinflamatorias. Ademas, se ha
demostrado que un aumento del hierro que esta disponible o libre en el nivel de las membranas mucosas facilita la prolife-
racion y diseminacién microbiana y virica, puesto que muchos patégenos exhiben tanto crecimiento como virulencia indu-
cida por hierro. Finalmente, la presencia de infecciones de las membranas mucosas de la cavidad oral (por ejemplo paro-
dontopatias), del intestino (enteritidis) o del epitelio vaginal en progreso, a su vez provoca sangrado y una mayor retirada
del hierro de la circulacion; estos factores aumentan la sobrecarga de hierro en los tejidos (hasta el punto de crear esta-
dos de anemia crénica causados por infecciones y consiguientes inflamaciones), en una especie de retroalimentacion
positiva. Todo lo anterior explica por qué la aparicion de una flogosis destructiva a nivel de las membranas mucosas esta a
menudo asociada con condiciones patoldgicas de hipoferremia y/o anemia y/o infecciones que afectan a dichas membra-
nas mucosas, hasta el punto en el que los roles de causa y consecuencia entre los diversos trastornos son dificiles de
distinguir.

Actualmente, los estados de inflamacidn crénica posiblemente asociados con hipoferremia, anemia, e infeccio-
nes agudas o crénicas son tratados administrando sustancias que son especificas para cada sintoma, tales como antibi-
Gticos, antivirales, antiinflamatorios o terapias basadas en hierro, de esta forma requiriendo la combinacién de cécteles de
medicamentos si dos 0 mas de estas complicaciones estan presentes simultaneamente. Sin embargo, no hay medica-
mentos capaces de tener un efecto terapéutico apreciable en méas de un componente simultaneamente.

EP 730868 A muestra el uso de lactoferrina para el tratamiento o prevencion de la inflamacién oral tal como es-
tomatitis aftosa y gingivitis.

EP 559425 A muestra el uso de lactoferrina para tratar y/o prevenir enfermedades infecciosas oportunistas aso-
ciadas con infeccion por Lentivirus.

US 5,834,424 muestra el uso de una transferrina, tal como lactoferrina, para inhibir la penetracién de Streptococ-
cus pyogenes o Staphylococcus aureus en membranas mucosas.

US 6,455,687 muestra la clonacién y expresion de lactoferrina humana usando técnicas de ADN recombinante y
el uso de tal lactoferrina humana para el tratamiento y prevencién de infecciones oportunistas.

US 2002/016289 muestra el uso de lactoferrina humana recombinante para tratar y/o prevenir infecciones causa-
das por enteropatdgenos tales como H. pylori.
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El objetivo de la presente invencion es, por lo tanto, proveer una sustancia para usar en el tratamiento de la in-
flamacion destructiva que afecte a membranas mucosas asociada con infecciones agudas o crénicas y opcionalmente
asociada con estados de hipoferremia y/o anemia.

Dentro del ambito de este objetivo, un objeto es proveer un compuesto para tratar las indicaciones terapéuticas
mencionadas anteriormente que permita conseguir un efecto particularmente efectivo y potente.

Explicacion de la invencion

En un aspecto, la presente invencién concierne la lactoferrina bovina para el uso en el tratamiento de inflamacion
destructiva (patoldgica) que afecta a membranas mucosas asociada con infeccidon aguda o crénica, y opcionalmente aso-
ciada con estados de hipoferremia y/o anemia,

en los que las membranas mucosas estan seleccionadas de una o0 mas membranas mucosas vaginales, anales
u orofaringeas y lactoferrina bovina es para el uso tépico cuando la inflamacién destructiva (patolégica) no esta asociada
con hipoferremia y/o anemia, y combinada con el uso oral de lactoferrina bovina cuando la inflamacién destructiva (pa-
toldgica) esta asociada con hipoferremia y/o anemia,

o cuando las membranas mucosas son membranas mucosas intestinales y la lactoferrina bovina es para uso oral
cuando la inflamacién destructiva (patolégica) esta asociada con hipoferremia y/o anemia.

En otro aspecto, la presente invencion también concierne a un preparado combinado que comprende, como
componentes activos, un primer compuesto farmacéutico para el uso tépico de lactoferrina bovina, y un segundo com-
puesto farmacéutico para el uso oral de lactoferrina bovina.

Se entiende que cualquier caracteristica que esté mencionada con referencia a solo uno de los aspectos de la
invencién pero también puede referirse a otros aspectos debe considerarse igualmente valida con referencia a estos ulti-
mos aspectos incluso si no se repite explicitamente.

Descripcion de los ejemplos de realizacion preferidos

Los diversos aspectos de la presente invencién derivan de observaciones sorprendentes hechas por el solicitan-
te, segun las cuales la administracion tépica y/o oral de lactoferrina bovina es capaz de conseguir simultaneamente una
serie de efectos, incluyendo:

i) una accion bacteriostatica/fungistatica y bactericida/fungicida, puesto que la lactoferrina bovina secuestra el hie-
rro, impidiendo el crecimiento microbiano y su diseminacién y al mismo tiempo tiene una accién contra los virus, impidien-
do las interacciones tempranas virus-célula huésped,;

ii) el restablecimiento de la homeostasis de la inflamacion, puesto que la lactoferrina bovina,

- por un lado reduce la expresion y sintesis de citoquinas proinflamatorias, sobre todo interleuquina-
1B, interleuquina-6, interleuquina-8, TNF-a y NF-kB, cuya sobreproduccién es una caracteristica y
sefial distintiva de inflamacién destructiva. Hay por lo tanto una consiguiente proteccién contra el
dafio celular y un aumento de las defensas naturales del huésped,

- por otro lado, secuestra hierro libre, bloqueando la sobreproduccion de especies activas de oxige-
no, que también estan involucradas en la activacion de citoquinas proinflamatorias;

iii) restablecimiento de la homeostasis del hierro, puesto que la lactoferrina bovina, al inhibir la expresion y sintesis
de IL-6 y consiguientemente de hepcidina, permite a la ferroportina devolver a la circulacion el hierro que se ha acumula-
do en los tejidos. La accién positiva realizada con la liberacion del hierro de los tejidos también tiene como una conse-
cuencia importante la reduccion (factor de prevencion) de la susceptibilidad de dichos tejidos a ser atacados por infeccio-
nes microbianas, micéticas y viricas,

iV) una accion positiva sobre el restablecimiento de los valores fisioldgicos de sideremia y hemoglobina, solucionan-
do, gracias al efecto ya mencionado sobre la transferencia del hierro de los tejidos a la circulacion, estados de hipoferre-
mia y/o0 anemia asociados con infecciones microbianas y viricas y con fenédmenos inflamatorios que son una consecuen-
cia o0 no de infecciones.

La lactoferrina, como las transferrinas en general, hace tiempo que se conocen por su actividad antibacteriana y
por su actividad bactericida. Recientemente, su habilidad de inhibir la adhesién microbiana y penetracion de bacterias
patogénicas conocidas como bacterias intracelulares facultativas también se ha destacado. Ademas, la capacidad de la
lactoferrina para inhibir las etapas tempranas de una infeccion virica ha sido demostrada extensivamente. Sin embargo
nunca se habia demostrado o sugerido que la lactoferrina bovina podria ser utilizada para boquear fenémenos de flogosis
destructiva (inhibiendo la produccién de superéxidos y citoquinas proinflamatorias), eliminando simultaneamente la sobre-
carga de hierro en las membranas mucosas, que es una causa de la proliferacion y diseminacién microbiana y de estados
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de anemia e hipoferremia a menudo asociados con la inflamacién destructiva misma. Aunque no deseamos estar limita-
dos por cualquier teoria cientifica especifica, se cree que las acciones coordinadas realizadas por la lactoferrina bovina
cuando se usa segun la invencién pueden ser atribuibles a la accién dual de secuestro de hierro libre e inhibicién de la
sintesis de citoquinas proinflamatorias, especialmente IL-6, sin excluir la caracteristica capacidad de la lactoferrina (una
glicoproteina muy catidnica) de unirse a cualquier componente que tenga una carga negativa que esté presente en la su-
perficie de microorganismos, virus y células huésped. El primer efecto lleva a una reduccién de la formacion de especies
reactivas de oxigeno, que contribuyen a la aparicion de una inflamacion destructiva, mientras que el segundo efecto con-
lleva una reduccién paralela de sintesis de hepcidina mediante una reduccién paralela de interleuquina-6 y de otras cito-
quinas proinflamatorias. La hepcidina tiene un papel inhibidor en la actividad de la ferroportina, que es una proteina cuya
tarea es llevar hierro desde el interior hacia el exterior de las células. Por lo tanto, cuando la hepcidina esta ausente o
expresada apenas porque la interleuquina-6 vuelve a la expresion normal y a los niveles de sintesis normales, la ferropor-
tina es libre de la unién con la hepcidina y puede transportar el hierro desde los tejidos a la circulacién. Al restablecer en
primer lugar una respuesta inmune fisioldgica y eliminar el hierro necesario para el crecimiento y la diseminaciéon micro-
biana, la invencion es una ayuda valida en el tratamiento también de infecciones que actualmente son dificiles de erradi-
car, tales como las causadas por patégenos (bacterias, virus u hongos) que estan protegidos por biofilm o estan localiza-
dos en areas intracelulares que son apenas accesibles o nada accesibles a los medicamentos.

La expresion “inflamacién (o flogosis) destructiva (o patolégica)” se utiliza para designar una inflamacion en res-
puesta a patdgenos caracterizada por la sobreproduccién de interleuquina-1p, interleuquina-6, interleuquina-8, TNF-a y
NF-kB cuya inflamacion provoca dafio a las células del huésped. La verificacién de la aparicion de esta condicién y su
distincion respecto de una inflamacién no destructiva son aspectos que se encuentran dentro del conocimiento de las per-
sonas expertas en la técnica.

La expresion “hipoferremia y/o anemia asociada con inflamacion destructiva” significa preferiblemente que los es-
tados de hipoferremia y anemia, individualmente o como un todo, son causados por una inflamacién destructiva que afec-
ta a las membranas mucosas. La expresion “trastornos infecciosos agudos o crénicos o infecciones asociadas con infla-
macién destructiva” significa preferiblemente que esas infecciones causan una inflamacion destructiva. La expresion “cau-
sa inflamacion destructiva” significa preferiblemente que las infecciones causadas por patégenos o bacterias comensales
gue se han vuelto patégenos ocasionales son un factor de riesgo aumentado para la aparicién de flogosis destructiva y
pueden persistir o recurrir 0 volverse crénicos también como consecuencia de la aparicién de la inflamacién destructiva.
Gracias a las propiedades peculiares y ventajosas de la lactoferrina bovina, es particularmente ventajoso utilizar la inven-
cién para tratar inflamacion destructiva, hipoferremia, anemia e infecciones agudas o crénicas en situaciones en las que
todos estos componentes estan presentes simultaneamente.

La expresion “tratar inflamacion destructiva” significa reducir la gravedad o frecuencia de los sintomas de esta
condicién, de sus causas o de sus consecuencias. En particular, significa reducir y mantener a valores fisiol6gicos la pro-
duccion de interleuquina-1p, interleuquina-6, interleuquina-8, TNF-a y NF-kB y hepcidina. Deberia sefialarse que no hay
intencion de describir o reivindicar un efecto inmunosupresor, sino sélo un efecto de control de la homeostasis del proceso
inflamatorio respecto de la inflamacién destructiva y no contra una inflamacion fisiolégica normal, donde la expresion “in-
flamacion fisioldgica normal” designa un proceso inflamatorio que no conlleva la sobreproduccion de las citoquinas proin-
flamatorias mencionadas anteriormente.

La expresion “tratar hipoferremia y anemia” significa restablecer niveles fisiolégicos de sideremia y cantidad de
hemoglobina en circulacion.

La expresion “infecciones agudas o crénicas” designa trastornos infecciosos que afectan a las membranas mu-
cosas y causadas por patdgenos intracelulares (bacterias o virus), microorganismos que se han adherido o estan protegi-
dos en un biofilm. No se hace referencia en su lugar al tipo de patégeno (bacteria, virus, hongo o protozoo). Preferible-
mente, las infecciones son una o mas de entre gingivitis, parodontopatias, infecciones micéticas e infecciones viricas en
general, infecciones recurrentes causadas por microorganismos que se sabe que estan en forma de biofilm y microorga-
nismos que se sabe que tienen una localizacion intracelular facultativa u obligatoria, como en el caso de los virus.

Las expresiones “restablecimiento de la homeostasis de hierro” o “restablecimiento del metabolismo del hierro”
significa restablecer una distribucion fisiolégica de la cantidad de hierro entre tejidos y circulacion, asi como restablecer la
operacion fisiolégica de los sistemas naturales destinados a mantener esta distribucion.

La expresion “membranas mucosas” designa preferiblemente una o més de entre las membranas intestinales,
vaginales, anales y membranas mucosas de la cavidad orofaringea. Si el uso es topico, las membranas mucosas son una
0 mas de entre las membranas mucosas vaginales, membranas mucosas anales y membranas mucosas de la cavidad
orofaringea.

Las expresiones “administracion topica” o “tépicamente” o “medicamento para administracion tépica” designan
una administracion local de lactoferrina bovina en una o mas de entre la cavidad orofaringea, la cavidad vaginal y la cavi-
dad anal. Aunque es técnicamente posible en la actualidad conseguir la administracion tépica también mediante adminis-
tracion oral (en la que, por lo tanto, la lactoferrina bovina no es absorbida sino que actta sélo localmente en la membrana
mucosa intestinal), en la presente invencion una forma farmacéutica enteral no deberia entenderse como “para adminis-
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tracion topica”. Por lo tanto, el tratamiento de las membranas mucosas intestinales ocurre siempre y sélo mediante una
administracion oral que combina un efecto tdpico y un efecto sistémico.

Las expresiones “administracion oral”, “oralmente” o “medicamento para la administraciéon oral” designan la ad-
ministracion oral sistémica y tdpica que por lo tanto permite tanto la absorcion sistémica de la lactoferrina bovina como su
actividad local. La lactoferrina bovina administrada mediante un medicamento oral por lo tanto conlleva tanto un efecto
tépico local en las membranas mucosas intestinales como un efecto sistémico en todas las membranas mucosas del
cuerpo después de su absorcién gastrointestinal.

Tal y como se describe en detalle a continuacion, independientemente de la membrana mucosa involucrada, en
el caso de inflamacion destructiva asociada con hipoferremia y/o anemia, el uso de la lactoferrina bovina ocurre segun un
modo dual topico y oral. Por supuesto, el tratamiento de las membranas mucosas intestinales no requiere un modo de
administracion dual.

El término “transferrinas” designa una clase de glicoproteinas que estan presentes en la naturaleza y estan ca-
racterizadas por la presencia de dos sitios de union para el hierro (lll) y por una elevada homologia de secuencia entre los
diversos miembros de la clase. Moléculas que pertenecen a la clase de transferrinas son lactoferrina, serotransferrina y
ovotransferrina.

Sorprendentemente, se ha descubierto que el efecto sobre la flogosis obtenido con la lactoferrina bovina puede
conseguirse para cualquier grado de saturacion de los sitios de union para el hierro (1), estén completamente libres (for-
ma “apo” de lactoferrina, grado de saturacidn de sitios de hierro igual a 0%), parcialmente ya ocupados o completamente
ya saturados (forma “holo” de lactoferrina, grado de saturacién de sitios de hierro igual a 100%). En cualquier caso, deber-
ia sefialarse que hay una dependencia entre la actividad exhibida y el porcentaje de saturacion (pero no entre la actividad
y la cantidad total de hierro contenido), en que cuanto mayor sea la presencia de lactoferrina bovina a un grado inferior de
saturacion, mayor la actividad conseguible. Sin embargo, una lactoferrina bovina completamente saturada (100% de gra-
do de saturacion) no exhibe un efecto terapéutico apreciable sobre la inhibicion de superéxidos, que como se ha mencio-
nado son una de las causas de la inflamacion destructiva. La capacidad reducida de lactoferrina bovina saturada de hierro
100% para inhibir la expresién y sintesis de las citoquinas proinflamatorias es debido a esta funcién ausente. También se
entiende que la lactoferrina bovina utilizable en la invencion puede tener cualquier grado de saturacion de los sitios de
union de hierro oscilando entre 0% de saturacion a 100% de saturacion, preferiblemente de 0% (incluyendo este limite) a
100% (excluyendo este limite), mas preferiblemente de 0% a 20% (incluyendo estos limites) de saturacion. Es posible
utilizar una lactoferrina bovina que tenga un grado especifico de saturacién o una mezcla de lactoferrinas bovinas con
diferentes grados de saturacion. Es particularmente preferido utilizar lactoferrina bovina que tenga un bajo grado de satu-
racion. También se entiende que los sitios de union para hierro pueden ser ocupados en cualquier grado de saturacién por
Fe (1) y/o opcionalmente, con diferentes cinéticas y afinidades, por uno o mas de otros metales de transicion que tengan
propiedades quimicas y fisicas similares. Estos metales pueden ser por ejemplo uno o mas de entre Zn, Cu, Mn.

El término “lactoferrina” designa tanto la proteina nativa intacta como la proteina recombinante intacta, asi como
los fragmentos de la proteina intacta (nativa o recombinante) que pueden obtenerse mediante su digestion enzimatica o
quimica. La lactoferrina, altamente preservada en las diversas especies, es una glicoproteina constituida por 692 aminoa-
cidos en la forma humana, con un punto isoeléctrico de aproximadamente 9, un peso molecular de aproximadamente 80
kDa, con tres potenciales sitios de glicosilacion. Puede unir reversiblemente dos atomos de Fe (lll) por molécula con ele-
vada afinidad (KD-lo'ZOM) (esta habilidad de unir hierro también se mantiene por los Iébulos y por los diversos fragmentos
descritos anteriormente). La lactoferrina esta presente por ejemplo en la leche y en todas las secreciones humanas y en
granulos de neutréfilos. La ventaja de utilizar lactoferrina en vez de otras transferrinas emana de la habilidad de la lactofe-
rrina para unir hierro con una mayor afinidad y a unirlo incluso a valores pH &cidos, que ocurren en sitios de infeccion. La
lactoferrina puede ser producida en grandes cantidades mediante extraccion de la leche de vaca. En la presente inven-
cion y en los tests que se describiran en la presente patente, la lactoferrina bovina es utilizada. Se entiende que la lactofe-
rrina bovina puede ser natural (obtenida mediante extraccién), producida por métodos recombinantes, o una mezcla de
los dos tipos. Todos los preparados de lactoferrina bovina, a pesar de tener un grado diferente de saturacion, excepto para
la forma completamente saturada con hierro, han exhibido la misma efectividad para inhibir la expresion y la sintesis de la
citoquinas inflamatorias y al restablecimiento de la homeostasis de hierro; ademas, el preparado 100% saturado tiene una
baja actividad para quitar el hierro de los tejidos.

Sorprendentemente, también se ha descubierto que las mismas propiedades exhibidas por la lactoferrina bovina
intacta también pueden conseguirse utilizando partes individuales suyas, que pueden ser obtenidas mediante la digestion
enzimatica de la proteina entera. Por esta razon, se entiende que el uso de la lactoferrina bovina tal y como se define an-
teriormente puede ser remplazada con el uso de uno o mas de sus fragmentos que pueden obtenerse mediante la diges-
tibn enzimatica y la purificacion. Fragmentos preferidos son I6bulo N y Iébulo C y partes de dichos I6bulos, por ejemplo
fragmentos aa 86-258 MW 20 KDa y aa 285-692 MW 47 KDa. La expresion “I6bulo N” designa la fraccion que tiene un
peso molecular (MW) de aproximadamente 33 KDa, que corresponde al fragmento de 1 a 280 y parte de dicho I6bulo con
un peso molecular de aproximadamente 20 KDa, que corresponde al fragmento del aminoacido 86 a 258 de la lactoferrina
intacta digerida enziméaticamente y luego purificada. La expresion “I6bulo C” designa la fraccién que tiene un peso molecu-
lar de aproximadamente 38 KDa, que se corresponde con el fragmento 345-692, y otra fraccion que tiene un peso mole-
cular de 47KDa, que se corresponde con el fragmento de 285 a 692 de la lactoferrina intacta digerida enzimaticamente y
subsiguientemente purificada.
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La expresion “compuesto o medicamento que comprende lactoferrina bovina” designa un compuesto o medica-
mento que tiene lactoferrina bovina, tal y como se define anteriormente, como su ingrediente activo Unico, principal (en
términos de porcentaje por peso o volumen) o minoritario (en términos de porcentaje por peso o volumen). La lactoferrina
bovina puede utilizarse en cualquier forma farmacéutica conocida liquida, semisélida o sélida, para su administracion tépi-
ca y oral, opcionalmente en combinacion con excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables. También se entien-
de que si se requiriera, la lactoferrina bovina puede ser utilizada también en asociacién con uno o mas medicamentos
convencionales que tengan una actividad antiinflamatoria, antibacteriana (tanto bacteriostatica como bactericida), antiviral,
antimicética o basada en hierro. Sorprendentemente, se ha descubierto que la administracién tdpica de la lactoferrina
bovina ha conseguido una mayor actividad en los componentes de la inflamacidn destructiva y de las infecciones agudas
0 cronicas, mientras que se ha descubierto que es menos activa en resolver estados de hipoferremia y anemia asociados
con inflamacién destructiva. La administracion oral de la lactoferrina bovina en su lugar ha exhibido una marcada actividad
también en el restablecimiento de la homeostasis del hierro (por lo tanto en resolver estados de hipoferremia y anemia).
Por esta razon, el uso tépico de la lactoferrina bovina segin la invenciéon es combinado ventajosamente con su uso oral
para obtener un efecto maximo también en estados de hipoferremia y anemia asociados con inflamacién destructiva.
Formas farmacéuticas preferidas para la administracion topica estan seleccionadas entre polvos anhidro liofilizados para
su uso directo (por ejemplo, polvos liofilizados para pulverizar), soluciones de base acuosa extemporaneas o listas para
usar (por ejemplo, soluciones para enjuagues o lavados), geles, cremas, comprimidos para ser disueltos en la boca, com-
primidos vaginales, pastas de dientes, chicles, productos liofilizados para ser congelados. La forma farmacéutica de pro-
ducto liofilizado a ser distribuido directamente en las membranas mucosas orales o vaginales es la forma que ha demos-
trado la mayor efectividad. Por orden de preferencia decreciente es seguido por comprimidos, cremas o geles y solucio-
nes extemporaneas. En cuanto a las formas farmacéuticas para la administracion oral, todas las formas farmacéuticas
conocidas actualmente que pueden ser ingeridas han sido encontradas como efectivas. Sin embargo, los mejores resulta-
dos en términos de resolver infecciones intestinales y en tratar hipoferremia y anemia han sido obtenidos con capsulas o
comprimidos que contienen la lactoferrina bovina y, con un grado ligeramente inferior, con lactoferrina bovina disuelta en
el momento de su uso en una solucion acuosa.

En un segundo aspecto, la invencion hace referencia a un preparado combinado para la administracién simulta-
nea, secuencial o separada, que comprende como sus componentes activos un primer compuesto farmacéutico para la
administracion topica que comprende lactoferrina bovina, y un segundo compuesto farmacéutico para la administracion
oral que comprende lactoferrina bovina. Entre las ventajas conseguidas por el preparado segun la invencion esta la venta-
ja de simultineamente resolver estados de inflamacion destructiva que ocurren junto con hipoferremia y anemia. Produc-
tos y compuestos conocidos actualmente (incluyendo compuestos normales de transferrina no formulados como un pre-
parado combinado para uso tépico y oral) son incapaces de conseguir tal efecto simultdneamente.

Los dos compuestos del preparado pueden ser definidos mediante las mismas caracteristicas requeridas y op-
cionales indicadas en cuanto a las formas farmacéuticas para la administracion topica y/o oral descritas anteriormente en
el contexto del uso de la lactoferrina bovina.

Con el fin de obtener un efecto apreciable en todos los componentes de las infecciones agudas o crénicas, infla-
macion destructiva, hipoferremia y anemia, es altamente ventajoso seguir el régimen de dosis descrito a continuacion.

Si el primer compuesto (topico) estd en una forma sélida de dosis Unica (por ejemplo tabletas, pastillas y compri-
midos vaginales), preferiblemente la cantidad total de lactoferrina bovina administrada oscila entre 100 mg y 400 mg de
lactoferrina bovina al dia, ventajosamente durante una semana. El mismo intervalo también es preferido en el caso de
compuestos farmacéuticos solidos de dosis multiples (por ejemplo, polvo liofilizado a ser recogido en cada instancia). Se
puede elegir si se administra lactoferrina bovina una vez al dia o se distribuye sobre mdltiples aplicaciones al dia. Ejem-
plos preferidos del primer compuesto para la administracién tépica son tabletas, pastillas y comprimidos que comprenden
de 50 mg a 200 mg de lactoferrina bovina a ser administrados dos veces al dia durante una semana, comprimidos vagina-
les que comprenden de 50 mg a 200 mg de lactoferrina bovina a ser disueltos dos veces al dia durante una semana, lac-
toferrina liofilizada a ser dispersada in situ dos veces al dia en una cantidad igual a 50-200 mg por aplicacion, durante una
semana, lactoferrina liofilizada a ser congelada y a ser utilizada para masajear las encias varias veces al dia en una can-
tidad igual a 10-30 mg por aplicacion.

Si el primer compuesto esta en forma liquida o semisélida de dosis mdltiple (por ejemplo, una solucién para en-
juagues, geles, cremas), la cantidad de lactoferrina bovina contenida en ella esta comprendida ventajosamente entre 0.1-
10% peso/volumen de compuesto. Es ventajoso permanecer, en este caso también, dentro de la gama de 100-400 mg de
lactoferrina bovina al dia, ventajosamente durante una semana, indicada anteriormente para los compuestos solidos.

Si el segundo compuesto (oral) estd en forma sélida y de dosis Unica (por ejemplo comprimidos), preferiblemente
la cantidad total de lactoferrina bovina que es administrada oscila entre 50 mg y 200 mg al dia, ventajosamente durante un
mes, mas preferiblemente igual a 200 mg al dia, ventajosamente durante un mes. Por ejemplo es posible administrar dos
veces al dia polvo anhidro liofilizado que contenga 100 mg de lactoferrina bovina cada uno, durante un mes.

También es ventajoso para la administracion del primer y segundo compuesto tal y como se define anteriormente
gue no ocurran en las comidas.
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Las cantidades y los tiempos de las dosis indicadas anteriormente (definidas como completos “regimenes de do-
sis”), incluyendo los ejemplos especificos de compuestos topicos y orales, han de ser considerados aspectos validos y
preferidos también con relacion al uso farmacéutico de lactoferrina bovina y a los correspondientes medicamentos descri-
tos anteriormente.

A modo de ejemplo, la efectividad in vitro de la lactoferrina bovina en el tratamiento de las gingivitis, gingivoesto-
matitis virica y parodontopatias se describe ahora utilizando cultivos de fibroblastos gingivales afectados por bacterias de
placa supragingival, por tipo Herpesvirus 1 y bacterias anaerébicas Gram-negativas de placa subgingival, asociados con
parodontopatias. La adicién de la lactoferrina bovina reduce la elevada expresién y sintesis de citoquinas proinflamatorias
producidas por células epiteliales infectadas e inhibe la produccion de superéxidos, que en particular activan NF-kB, que a
su vez induce la cascada de citoquinas proinflamatorias. La falta de activacion de NF-kB de este modo impide el dafio
celular y la consiguiente diseminacion de infecciones microbianas y viricas. En tests in vivo la efectividad de la lactoferrina
bovina administrada topicamente y oralmente en el caso de hipoferremia y anemia, para tratar gingivitis, gingivoestomatitis
virica y parodontopatias es evaluada no soélo por un examen objetivo local, sino también por parametros clinicos, tales
como la concentracion de citoquinas proinflamatorias y hepcidina en la sangre o de esta Ultima también en la orina, y por
parametros hematolégicos, con atencién particular a los valores de sideremia y hemoglobina antes y después del trata-
miento. In vivo, la inflamacién reducida debida a la lactoferrina bovina permite a la lactoferrina bovina también ser capaz,
mediante proteinas que modulan la entrada y salida de hierro a las células (ferroportinas), de quitar el hierro de los tejidos
y transferirlo a la circulacion, impidiendo en los tejidos la formacion de superdxidos y al mismo tiempo inhibiendo la repli-
cacion microbiana y restableciendo en la circulacién los valores de sideremia y hemoglobina. Ademas, de nuevo a modo
de ejemplo, la efectividad de la lactoferrina bovina para tratar infecciones micéticas de Candida albicans es ilustrada, utili-
zando cultivos in vitro de fibroblastos como un modelo de micosis orales y utilizando cultivos in vitro de células HelLa (de-
rivadas de carcinoma uterino), también infectadas por Candida albicans, como modelo de micosis vaginales. En ambos
tipos de infeccién, la adicion de la lactoferrina bovina inhibe poderosamente la expresion y la sintesis de la interleuquina-6
por las células cultivadas. In vivo, la inflamacién reducida permite a la lactoferrina bovina, mediante proteinas que modu-
lan la entrada y salida de hierro en las células, ser capaz también de quitar el hierro de los tejidos, impidiendo la formacion
de superéxidos y al mismo tiempo inhibiendo la replicacion microbiana. En estas infecciones micéticas también, en caso
de hipoferremia y anemia graves, la administracion tépica combinada con la administracion oral en el tratamiento de in-
fecciones gingivales o vaginales de membranas mucosas por micetes es evaluada no sélo con un examen objetivo local
sino también con parametros clinicos, tales como la concentracion de citoquinas proinflamatorias y hepcidina en la sangre
o de esta ultima también en la orina, y por parametros hematoldgicos, con atencién particular a los valores de sideremia y
hemoglobina antes y después del tratamiento.

Ademas, de nuevo a modo de ejemplo, la efectividad de la lactoferrina bovina para tratar infecciones intestinales
es ilustrada utilizando bacterias intracelulares facultativas tales como Salmonella spp, que infectan cultivos in vitro de célu-
las intestinales como un modelo de enteritis microbiana. La presencia de la lactoferrina bovina en cultivos celulares infec-
tados inhibe poderosamente la expresion y la sintesis de citoquinas proinflamatorias producida por células epiteliales in-
fectadas y de especies reactivas de oxigeno. La inflamacién reducida permite a la lactoferrina bovina, mediante proteinas
gue modulan la entrada y salida de hierro en las células, también ser capaz de quitar el hierro de los tejidos, impidiendo la
formacion de superdxidos, que también activan NF-kB. La falta de activacion de NF-kB, que a su vez induce la cascada
de citoquinas proinflamatorias, por parte de la lactoferrina bovina, que impide la formacion de superéxidos, de hecho impi-
de el dafio celular y consiguiente replicacién microbiana y diseminacion de la infeccion.

En tests in vivo, la efectividad de la lactoferrina bovina administrada oralmente para tratar enteritis es evaluada
no sélo por un examen objetivo, sino también mediante parametros clinicos, tales como la concentracion de citoquinas
proinflamatorias y de hepcidina en sangre o de esta Ultima también en la orina, y por parametros hematologicos, con
atencion particular a los valores de sideremia y de hemoglobina antes y después del tratamiento.

El uso de la lactoferrina bovina en la terapia de patologias infecciosas e inflamatorias de las membranas muco-
sas humanas, incluyendo membranas mucosas intestinales, vaginales y de la cavidad oral, con particular referencia a
gingivitis, infecciones micéticas y viricas, y parodontopatias, y la capacidad de aumentar la sideremia y la hemoglobina,
son so6lo algunas de las posibles aplicaciones terapéuticas de la actividad de simultdneamente inhibir la expresion y sinte-
sis de las citoquinas proinflamatorias, produccién de superoxidos y, mediante el transporte de hierro de los tejidos a la
circulacion, de restablecer los valores normales de sideremia y hemoglobina descritos en la presente patente. Estas pro-
piedades de la lactoferrina bovina de hecho permiten su uso para tratar muchas otras inflamaciones agudas y recurrentes
e infecciones que afecten a las membranas mucosas.

Los ejemplos dados aqui muestran que la actividad terapéutica con respecto a trastornos infecciosos e inflamato-
rios de las membranas mucosas poseida por la lactoferrina bovina puede se utilizada contra trastornos infecciosos e in-
flamatorios que afecten a las membranas mucosas humanas, incluyendo membranas mucosas intestinales, vaginales y
orales, con particular referencia a trastornos seleccionados de entre gingivitis, infecciones micoticas y viricas, parodonto-
patias, hipoferremia, anemia y otros trastornos agudos y recurrentes, y puede ser considerada extremadamente ventajosa
con respecto a tratamientos actualmente en uso, por ejemplo porque esta caracterizada por el hecho de la falta de toxici-
dad y porque es la Unica sustancia capaz de realizar simultdneamente multiples funciones combinadas, que comprenden
especialmente la homeostasis de hierro y de la inflamacién destructiva. En particular, la lactoferrina bovina, al inhibir la
sintesis de la interleuquina- 6, consiguientemente impide la sintesis de la hepcidina, modulada por la interleuquina-6, res-
tableciendo la accion de la ferroportina, que de otra forma es inhibida por la hepcidina, cuya actividad permite el transpor-

7



10

15

20

25

30

35

40

ES 2394344 T3

te de hierro de los tejidos a la circulacién, restableciendo los valores fisiolégicos de sideremia y hemoglobina, que es fun-
damental tanto para la salud del huésped como para la terapia de los trastornos de las membranas mucosas. Ademas, en
el caso del tratamiento de parodontopatias, la lactoferrina bovina sustituye, con una elevada tasa de éxito terapéutico, una
técnica cara e invasiva tal como la eliminacion quirdrgica de la placa subgingival, que soluciona el problema sélo durante
periodos breves, después de los cuales aparecen repetidas recaidas infecciosas e inflamatorias hasta la completa pérdida
del acoplamiento del diente y la pérdida parcial del hueso.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran aparentes de mejor modo a partir de la des-
cripcién de los siguientes ejemplos de realizacién preferidos, entendidos meramente a modo de ejemplo no limitador.

Como ya se ha mencionado anteriormente, en los tests descritos a continuacion se utilizé la lactoferrina bovina.
Ejemplo 1
Actividad de la lactoferrina en gingivitis. El régimen experimental utilizado consiste en:

Microorganismos: los microorganismos fueron obtenidos inoculando directamente una placa tomada de un pa-
ciente afectado por gingivitis y utilizada a una concentracién microbiana de varios géneros microbianos de 10’ microorga-
nismos/ml.

Monocapa celular: fibroblastos gingivales fueron cultivados hasta que se obtuvo una monocapa semiconfluente
de 10° células/m.

Infeccion de la monocapa celular: la monocapa de fibroblastos gingivales fue inoculada con 10" bacterias/ml de
placa con el fin de tener una multiplicidad microbiana de infeccién de 100:1 en ausencia o presencia de 60ug/ml de lact o-
ferrina bovina saturada en hierro a 15-30% e incubada durante 2 horas a 37°C.

Dosis de expresion de citoquinas: el sobrenadante de la monocapa fue recogido y centrifugado con el fin de eli-
minar las bacterias. Tras centrifugado repetido, el sobrenadante sin bacteria fue congelado a -20°C para el andlisis de la
produccién de cualquier citoquina inducida por la infeccion. La monocapa fue en su lugar repetidamente lavada con PBS
sin Ca** y Mg2+ con el fin de eliminar tanto las bacterias como cualquier rastro de lactoferrina, en las condiciones en las
que fue afiadida y lisada con el fin de extraer el ARN de los fibroblastos y probarlos para expresion de genes en compara-
cion con los extraidos de las células no infectadas o células infectadas en la ausencia de lactoferrina, mediante un Microa-
rray.

Dosis de la produccion de citoquinas expresadas: el sobrenadante preservado fue utilizado para dosificar las ci-
toquinas producidas mediante un test enzimatico inmune (ELISA), especifico para cada una de las citoquinas a ser pro-
badas.

Ensayo superdxido.

La produccion de las especies reactivas de oxigeno es medida afadiendo ferricitocromo c a las células epitelia-
les en cultivo. El ensayo se basé en la reduccion de ferricitocromo c.

Los resultados de los experimentos se resumen a continuacion:

Entre los 300 genes que fueron analizados, la infeccién de la monocapa indujo una mayor expresion de genes
respecto a las células no infectadas en aproximadamente una o dos veces sélo para la interleuquina 6, interleuquina 8 y
TNF-a. La adicién de lactoferrina redujo la expresion de estas citoquinas, devolviéndolas a un valor de expresion normal.
El analisis cuantitativo de la sintesis de interleuquina 6, interleuquina 8 y TNF-a confirmé los datos relacionados con la
expresion de genes de dichas citoquinas proinflamatorias, tal y como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1: Expresion y sintesis de la interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 8 (IL-8) y TNF-a en fibroblastos gingivales que
estan infectados o no con placa supragingival en la ausencia o presencia de lactoferrina (60 pg/ml).

Sin lactoferrina Con lactoferrina
IL-6 IL-8 TNF-a IL-6 IL-8 TNF-a

Expresion en células no infec- 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
tadas

Expresion en células infecta- 15 20 20 10 10 1.0
das

Sintesis en células no infecta- 20 2100 29 90 2100 29

das (pg/ml)
Sintesis en células infectadas 190 4.100 20 105 1.900 29

(pg/ml)
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El valor 1.0 listado en la tabla hace referencia a expresiéon de genes normal, mientras todos los valores > 1.0 indi-
can sobreexpresion de genes. El ligero aumento en la expresion y produccion de IL-6, IL-8 y TNF-a es un indicador de
inflamacidn fisiologica y esta justificado por el hecho de que la placa es un grupo de bacterias que normalmente colonizan
la superficie del diente. La adicion de lactoferrina disminuye tanto la expresion como la sintesis de dichas citoquinas proin-
flamatorias, deteniendo el proceso inflamatorio que podria evolucionar, dafiando las células.

En cuanto a la produccion de las especies reactivas de oxigeno, una reduccion en la excrecion de superéxidos por
células infectadas con las bacterias contenidas en la placa en la presencia de lactoferrina se ha notado respecto de las
células infectadas en la ausencia de la glicoproteina. En estos experimentos, se afiadieron iones de hierro al medio de
cultivo a concentraciones que oscilan entre 10 y 100 uM, es decir, igual a los que ocurren en membranas mucosas en
situaciones patologicas.

Correlacion con test in vivo

Entre las tres citoquinas proinflamatorias, es necesario destacar la importancia de la IL-6. En pacientes con gingi-
vitis u otras formas inflamatorias, un aumento de IL-6 en la saliva ha sido determinado respecto de la saliva de pacientes
sanos. Tras una semana de tratamiento con 100 mg de lactoferrina en forma liofilizada, aplicada a las membranas muco-
sas de los arcos dentales mediante el cepillado dos veces al dia después de una meticulosa limpieza dental, el valor de
IL-6 disminuyd y la inflamacion y el sangrado desaparecieron.

Si los pacientes no mostraron valores alterados de sideremia y hemoglobina, la lactoferrina no se administré oral-
mente; de otra forma, estos valores volvieron a ser normales tras un mes de tratamiento con 100 mg de 15-30% lactofe-
rrina saturada dos veces al dia.

Ejemplo 2
La actividad de la lactoferrina en parodontopatias. El régimen experimental usado consistio en lo siguiente:

Microorganismos: Prevotella intermedia o una placa subgingival, aislada en estricta anaerobiosis de un paciente
afectado por parodontopatias, se utilizé con una concentracion de 10" bacterias/m.

Monocapa celular: fibroblastos gingivales fueron cultivados hasta que se consiguié una monocapa semiconfluente
de 10° células/ml.

Infeccion de la monocapa celular: la monocapa de fibroblastos gingivales fue inoculada con 10" bacterias/ml de
Prevotella intermedia o de bacterias anaerdbicas Gram-negativas de la placa subgingival con el fin de tener una multiplici-
dad de infeccién microbiana de 100:1 en la ausencia o presencia de 60 ug/ml de lactoferrina bovina saturada en hierro a
15-30% e incubada durante 4 h a 37°C.

Dosis de expresion de citoquinas: el sobrenadante de la monocapa que fue sometida a infeccion durante 4 h fue
recogido y centrifugado con el fin de eliminar las bacterias. Tras repetidos centrifugados, el sobrenadante libre de bacte-
rias se congelé a -20°C para el andlisis de la produccién de cualquier citoquina inducida por la infeccién. La monocapa en
su lugar fue lavada repetidamente con PBS sin Ca2+y Mg2+ con el fin de eliminar tanto la bacteria como cualquier rastro de
lactoferrina, en las condiciones en las que habian sido afiadidas y lisadas con el fin de extraer el ARN de los fibroblastos y
probarlos, para expresion de genes, en comparacion con los extraidos de células que no fueron infectadas o fueron infec-
tadas en la ausencia de lactoferrina, mediante un Microarray.

Dosis de produccion de citoquinas expresadas: el sobrenadante preservado fue utilizado para dosificar las citoqui-
nas producidas mediante un test enzimético inmune (ELISA) especifico para cada citoquina a ser probada.

Ensayo superoxido

La produccion de especies reactivas de oxigeno fue medida afiadiendo ferricitocromo c a las células epiteliales en
cultivo. En ensayo se baso en la reduccién de ferricitocromo c.

Los resultados de los experimentos se resumen a continuacion:

Entre los 300 genes analizados, la infeccién de la monocapa celular con Prevotella intermedia y con placa subgin-
gival indujo una expresién de genes que fue aproximadamente de 3 a 10 veces mayor que la no infectada por la interleu-
quina 1-q, interleuquina 1-f, para la interleuquina 6, interleuquina 8 y GRO1, GRO2, GRO3, TNF-a, NF-kB, NF-kBIA.

La adicion de la lactoferrina redujo la expresion de todas estas citoquinas, devolviéndolas a valores de expresion
normales, excepto la IL-8, que aunque se redujo considerablemente aiin permanecia sobreexpresada. El andlisis cuantita-
tivo de la sintesis, informado solo para las citoquinas mas importantes tales como la interleuquina 1-8, interleuquina 6,
interleuquina 8, y TNF-a, confirma los datos relacionados con la expresién de genes de estas citoquinas proinflamatorias,
tal y como se informa en la tabla 2.

Tabla 2: Expresion y sintesis de interleuquina 1B (IL -1B), interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 8 (IL-8) y de TNF-a en fibro-
blastos gingivales infectados o no con Prevotella intermedia en la ausencia o presencia de lactoferrina (60ug/ml).
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Sin lactoferrina Con lactoferrina

IL-18 | IL-6 IL-8 TNF-a | IL-1B IL-6 IL-8 | TNF-a
Expresion en células no
infectadas 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Expresion en células 3.0 9.1 9.5 5.4 0.7 0.4 35 1.0
infectadas
Sintesisencélulasno | 4 5o, | g9 | 2100 22 1.000 | 9 | 2.100 22
infectadas (pg/ml)
Sintesis en células infec-| 5 00 | 900 | 10.000 120 900 80 5.800 18
tadas (pg/ml)

El valor 1.0 dado en la tabla hace referencia a una expresion de genes normal, mientras que todos los valores >
1.0 indican sobreexpresion de genes. La expresion y produccion de IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a por fibroblastos infectados
con Prevotella intermedia es mayor que los observados en la infeccion de fibroblastos gingivales con bacterias de placa.
Estos datos indican que la capacidad de penetrar dentro de las células del huésped es poseida solo por bacterias ana-
erdbicas Gram-negativo, asociadas con parodontopatias, tales como Prevotella intermedia, y no por bacterias adhesivas y
no invasivas que inducen gingivitis, causa una respuesta inflamatoria mucho mayor, que puede ser considerada destructi-
va, tal y como se demuestra cuando las bacterias permanecen in vitro durante mas de 4 h dentro de las células. La adi-
cion de lactoferrina reduce considerablemente no sélo la expresion y la sintesis de la IL-6, IL-8, y TNF-a, sino también de
la interleuquina 1-q, interleuquina 1B, GRO1, GRO2, GRO3, NF-Kb y NF-kBIA, confirmando su gran importancia para de-
volver los valores de las citoquinas proinflamatorias a valores normales, excepto para IL-8, que podria ser una sefal de la
permanencia de las bacterias dentro de las células huésped. Datos similares se han obtenido utilizando como agente in-
feccioso las bacterias anaerdbicas Gram-negativas que estan presentes en la placa subgingival.

La produccion de superoxidos por las células epiteliales es considerable cuando las bacterias entran en la célula
en la ausencia de lactoferrina, pero es inhibida por la presencia de lactoferrina.

Correlacién con test in vivo

En el fluido crevicular de pacientes con parodontopatias, un aumento de la concentracion de IL-1B, IL-6 y hierro se
observo respecto de pacientes sanos. Tras un tratamiento de un mes con 100 mg de lactoferrina en forma liofilizada, apli-
cada a las membranas mucosas de los arcos dentales mediante el cepillado dos veces al dia después de una limpieza
dental meticulosa, el valor de IL-1B, IL-6 y de hierro en el fluido crevicular disminuyd junto con la desaparicién del sangra-
do, de abscesos subgingivales, de inflamacion y el acoplamiento del diente fue restablecido empezando en la tercera se-
mana de tratamiento. Si los pacientes no mostraron valores alterados de sideremia y hemoglobina, la administracion oral
de lactoferrina no se realiz; de otra forma, el tratamiento con 100 mg de lactoferrina saturada a 15-30% dos veces al dia
durante un mes fue realizada. Tras un mes de esta terapia oral, estos valores retornaron a normal, junto con un descenso
de la concentracion de IL-6 y hepcidina en sangre o de hepcidina en orina respecto a antes del tratamiento.

Ejemplo 3

La actividad de la lactoferrina en infecciones debidas al Herpesvirus tipo 1 asociado con parodontopatias y herpes
labial y debido a Herpesvirus tipo 2 asociado con herpes genital. El régimen experimental utilizado consistié en lo siguien-
te:

Virus
Los test se realizaron utilizando Herpesvirus tipos 1y 2 (HSV- 1y HSV- 2).
Infeccion virica de la monocapa.

La monocapa celular (fibroblastos o HelLa) fue incubada a 4°C durante 1 h en la ausencia o presencia de 500 pg/ml
de lactoferrina con HSV-1 o0 HSV-2. Después de que pasara este periodo, la monocapa fue colocada a 37°C.

Dosis de produccion de interleuquina 6

El sobrenadante de los cultivos fue ensayado para determinar la produccion de interleuquina 6 mediante el test de
enzima inmune especifico (ELISA)

Los resultados de los experimentos estan resumidos a continuacion:
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La infeccidn de las monocapas con HSV-1 o HSV-2 indujo una mayor secrecién de interleuquina 6 respecto de las
no infectadas. La adicion de la lactoferrina redujo considerablemente la expresion y sintesis de las citoquinas inflamatorias
y en particular de la interleuquina 6, tal y como esta listado en la Tabla 3.

Tabla 3. Expresion y sintesis de interleuquina 6 (IL-6) en fibroblastos gingivales o en células HelLa infectadas o no
con Herpesvirus tipo 1y 2.

Sin lactoferrina Con lactoferrina

IL-6 IL-6
Expresién en células no infecta- 10 10
das
Expresién en células infectadas 25 1.0
Sintesis en células no infectadas 90 90
(pg/ml)
Sintesis en células infectadas 320 110
(pg/ml)

El valor 1.0 dado en la tabla hace referencia a una expresion de genes normal, mientras que todos los valores
>1.0 indican una sobreexpresion de genes. Los datos obtenidos con HSV-1 o HSV-2 son similares.

Correlacion con tests in vivo

Después del tratamiento de un mes con 100 mg de lactoferrina en forma liofilizada, aplicada a los arcos dentales
mediante cepillado o en la lesion labial o genital dos veces al dia después de una higiene meticulosa, el valor de las cito-
quinas proinflamatorias, incluyendo IL-6, y de la concentracion de hierro se redujo junto, en el caso de trastornos de la
cavidad oral, con la desaparicién de sangrado, de abcesos subgingivales, de la inflamacion destructiva, que puede conlle-
var la pérdida del acoplamiento del diente; mientras que en el caso del herpes labial o genital, la lesién y la correspondien-
te inflamacién desaparecieron tras 4 o 7 dia de tratamiento. Si los pacientes no mostraron valores alterados de sideremia
y hemoglobina, la administracién oral de lactoferrina no se realiz6. En el caso de pacientes con muchas recaidas, se ob-
servaron hipoferremia, anemia y valores elevados de IL-6 y hepcidina. En estos casos, un tratamiento con 100 mg de lac-
toferrina saturada a 15-30% dos veces al dia durante un mes fue realizado. Después de un mes de la terapia descrita,
dichos valores retornaron a ser normales, junto con una reduccién en la concentracién de IL-6 y hepcidina en sangre o de
hepcidina en orina respecto a antes del tratamiento.

Ejemplo 4

Actividad de la lactoferrina en micosis de la cavidad oral. El régimen experimental utilizado consisti6é en lo si-
guiente:

Microorganismos. una cepa de Candida albicans, aislada clinicamente, fue utilizada con una concentracion igual
a 10’ células/ml.

Monocapa celular: fibroblastos gingivales fueron cultivados hasta que se obtuvo una monocapa semiconfluente
de 10° células/ml.

Infeccion de la monocapa celular: la monocapa de fibroblastos gingivales fue inoculada con 10’ C. albicans/ml
con el fin de tener una multiplicidad de infeccién igual a 100:1 en la ausencia o presencia de 60 ug/ml de lactoferrina bovi-
na saturada en hierro a 15-30% e incubada durante 2 h a 37°C.

Dosis de la expresion de citoquinas: el sobrenadante de la monocapa fue recogido y centrifugado con el fin de
eliminar las células de C. albicans. Después de repetidas centrifugaciones, el sobrenadante sin C. albicans fue congelado
a -20°C para el andlisis de la produccion de cualquier citoquina inducida por la infeccion. La monocapa fue en su lugar
lavada repetidamente con PBS sin Ca2+y Mg2+ con el fin de eliminar tanto C. albicans como cualquier rastro de lactoferri-
na, en las condiciones en la que fue afiadida, y lisada con el fin de extraer los ARN de los fibroblastos con el fin de testar-
los, para expresion de genes, en comparacion con los extraidos de las células infectadas o no infectadas en la ausencia
de lactoferrina mediante un Microarray.

Dosis de produccion de citoquinas expresadas: el sobrenadante preservado fue utilizado para dosificar las cito-
quinas producidas mediante un test enzimatico inmune (ELISA) especifico para cada citoquina a ser testada.

Ensayo de los superdxidos

La produccion de las especies reactivas de oxigeno fue medida mediante la adicién de ferricitocromo c a las
células epiteliales en cultivo. El ensayo esta basado en la reduccién de ferricitocromo c.

Los resultados de los experimentos estan resumidos a continuacion:
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Entre los 300 genes analizados, la infeccidon de la monocapa indujo expresién de genes que respecto de las célu-
las no infectadas fue aproximadamente 2 veces mayor sélo por la interleuquina 6. La adicion de la lactoferrina redujo la
expresion de IL-6, devolviéndola a su valor normal de expresion. Los analisis cuantitativos de la sintesis de la interleuqui-
na 6 confirmaron los datos relacionados con la expresion de genes de dicha citoquina proinflamatoria, tal y como estan
listados en la tabla 4.

Tabla 4: Expresion y sintesis de la interleuquina 6 (IL-6) en fibroblastos gingivales infectados o no con C. albicans en la
ausencia o presencia de lactoferrina (60ug/ml).

Sin lactoferrina Con lactoferrina

IL-6 IL-6
Expresion en células no infecta- 1.0 1.0
das
Expresion en células infectadas 2.0 1.0
Sintesis en células no infectadas 90 90
(pg/ml)
Sintesis en células infectadas 240 130
(pg/ml)

El valor 1.0 dado en la tabla hace referencia a una expresion de genes normal, mientras que todos los valores >
1.0 indican una sobreexpresion de genes. Los valores de la expresién y produccion de IL-6 son mayores que los observa-
dos en la infeccion de fibroblastos gingivales con bacterias contenidas en placa. La adicién de lactoferrina, también en
infecciones debidas a Candida albicans, reduce tanto la expresién como la sintesis de IL-6.

En cuanto a la produccién de especies reactivas de oxigeno, una reduccion de la excrecion de superéxidos fue ob-
servada por parte de las células infectadas con Candida albicans en la presencia de lactoferrina respecto de las infecta-
das de nuevo con Candida albicans en la ausencia de la glicoproteina.

Correlacion con tests in vivo

En la saliva de pacientes afectados por la infeccion con Candida albicans, IL-6 esta presente en una concentracion
mayor que la observada en la saliva de pacientes sanos. Después de una semana de tratamiento con 100 mg de lactofe-
rrina en forma liofilizada, aplicada a los arcos dentales mediante cepillado, dos veces al dia después de una limpieza den-
tal meticulosa, el valor de IL-6 disminuyé junto con la desaparicion de la inflamacién y de la infeccién.

Si los pacientes no mostraron valores alterados de sideremia y hemoglobina, la administracion oral de la lactoferri-
na no se realizd; de otra forma, la administracion oral de 100 mg de lactoferrina saturada a 15-30% se realiz6 dos veces al
dia durante un mes, obteniendo el restablecimiento de los valores fisiolégicos de sideremia y hemoglobina.

Ejemplo 5
Actividad de lactoferrina en micosis vaginales. El régimen experimental usado consistié en lo siguiente:

Microorganismos: una cepa de Candida albicans, aislada de un paciente afectado por vaginitis, fue utilizada con
una concentracion de 10” células/ml.

Monocapa celular: células HelLa derivadas de carcinoma uterino fueron cultivadas hasta que se obtuvo una mono-
capa semiconfluente de 10° células/ml.

Infeccion de la monocapa celular: la monocapa de fibroblastos gingivales fue inoculada con 10’ C. albicans/ml con
el fin de tener una multiplicidad de infeccién de 100:1 en la ausencia o presencia de 6Qug/ml de lactoferrina bovina sat u-
rada en hierro a 15-30% e incubada durante 2 h a 37°C.

Dosis de la expresion de citoquinas: el sobrenadante de la monocapa fue recogido y centrifugado con el fin de eli-
minar las células de C. albicans. Después de repetidas centrifugaciones, el sobrenadante sin C. albicans fue congelado a
-20°C para el analisis de la produccion de cualquier citoquina inducida por la infeccién. La monocapa fue en su lugar lava-
da repetidamente con PBS sin Ca2+y Mgz+ con el fin de eliminar tanto el C. albicans como cualquier rastro de lactoferrina,
en las condiciones en la que fue afiadida y lisada con el fin de extraer los ARN de las células HelLa con el fin de testarlos,
para su expresion de genes, en comparacion con los extraidos de las células infectadas en la ausencia de lactoferrina,
mediante un Microarray.

Dosis de produccién de las citoquinas expresadas: el sobrenadante preservado fué utilizado para dosificar las cito-
quinas producidas mediante un test enzimatico inmune (ELISA) especifico para cada citoquina a ser testada.

Ensayo de los superdxidos
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La produccion de las especies reactivas de oxigeno fue medida mediante la adicion de ferricitocromo ¢ a las célu-
las epiteliales en cultivo. El ensayo fue basado en la reduccién de ferricitocromo c.

Los resultados de los experimentos estan resumidos a continuacion:

Entre los 300 genes analizados, la infeccion de la monocapa indujo una expresion de genes que comparada con
las células no infectadas fue aproximadamente dos veces mayor solo para la interleuquina 6. La adicion de la lactoferrina
redujo la expresion de IL-6, devolviéndola a un valor de expresion normal. El analisis cuantitativo de la sintesis de inter-
leuquina 6 confirmé los datos relacionados de la expresion de genes de dicha citoquina proinflamatoria, tal y como esta
listado en la tabla 5.

Tabla 5: Expresion y sintesis de la interleuquina 6 (IL-6) por células HelLa infectadas o no con C. albicans en la ausencia o
en la presencia de lactoferrina (500 ug/ml).

Sin lactoferrina Con lactoferrina
IL-6 IL-6
Expresién en células no|
1.0 1.0

infectadas

Expresion en células in-
fectadas 2.0 1.0

Sintesis en células no
infectadas (pg/ml).

90 90

Sintesis en células infec-

tadas (pg/ml) 200 95

El valor 1.0 dado en la tabla hace referencia a una expresion de genes normal, mientras que todos los valores >
1.0 indican una sobreexpresion de genes. La adicion de lactoferrina, en células infectadas con Candida albicans, reduce
tanto la expresion como la sintesis de IL-6.

En cuanto a la produccién de especies reactivas de oxigeno, una reduccion de la excrecién de superéxidos por
las células infectadas con Candida albicans en la presencia de lactoferrina fue observada con respecto a las infectadas,
de nuevo con Candida albicans, en la ausencia de la proteina.

Correlacion con los tests in vivo

En las secreciones vaginales de pacientes afectadas por infecciones vaginales apoyada por Candida albicans,
IL-6 esta presente en una concentracion mayor que la observada en pacientes sanos. Después de un tratamiento de una
semana con 100 mg de lactoferrina en forma liofilizada, aplicada en la vagina dos veces al dia después de una higiene
meticulosa, el valor de IL-6 en la secrecion vaginal disminuy6, y la inflamacién y la infeccion desaparecieron. Si los pa-
cientes no mostraron valores alterados de sideremia y hemoglobina, la administracién oral de lactoferrina no fue realizada;
de otra forma la administracién oral de 100 mg de lactoferrina saturada a 15-30% se realiz6 dos veces al dia durante 1
mes, obteniendo el restablecimiento de los valores fisioldgicos de sideremia y hemoglobina.

Ejemplo 6

Actividad de la lactoferrina en enteritidis. El régimen experimental utilizado consisti6 en lo siguiente:

Microorganismos: una cepa de Salmonella typhi, aislada clinicamente, fue utilizada a una concentracion de 10’

células/ml.

Monocapa celular: células intestinales, CaCo-2, fueron cultivadas hasta obtener una monocapa semiconfluente
de 10° células/ml.

Infeccion de la monocapa celular: la monocapa de células intestinales fue inoculada con 10’S. typhi/ml con el fin
de tener una multiplicidad de infeccién de 100:1 en la ausencia o presencia de 60 pg/ml de lactoferrina bovina saturada en
hierro a 15-30% e incubada durante 2 h a 37°C.

Dosis de la expresion de citoquinas: el sobrenadante de la monocapa fue recogido y centrifugado con el fin de
eliminar las células de S. typhi. Después de repetidas centrifugaciones, el sobrenadante sin S. typhi fue congelado a -
20°C para el andlisis de la produccion de cualquier citoquina inducida por la infeccion. La monocapa fue en su lugar lava-
da repetidamente con PBS sin Ca2+y Mgz+ con el fin de eliminar tanto la S. typhi como cualquier rastro de lactoferrina, en
las condiciones en las que fue afadida, y lisada con el fin de extraer los ARN de las células CaCo-2 con el fin de testarlas,
para expresion de genes, en comparacion con las extraidas de las células infectadas en la ausencia de lactoferrina me-
diante un Microarray.
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Dosis de produccién de las citoquinas expresadas: el sobrenadante preservado fue utilizado para dosificar las
citoquinas producidas mediante un test enzimatico inmune (ELISA) especifico para cada citoquina a ser testada.

Ensayo de los superéxidos

La produccion de las especies reactivas de oxigeno fue medida afadiendo ferricitocromo ¢ a las células epitelia-
les cultivadas. El ensayo esta basado en la reduccion de ferricitocromo c.

Los resultados de los experimentos estan resumidos a continuacion:

Entre los 300 genes analizados, la infeccion de la monocapa indujo expresion de genes, que comparada con las
células no infectadas, fue aproximadamente dos veces mayor sélo para la interleuquina 6. La adicion de lactoferrina redu-
jo la expresién de IL-6, devolviéndola a un valor de expresién normal. El andlisis cuantitativo de la sintesis de interleuqui-
na 6 confirmé los datos relacionados con la expresion de genes de esta citoquina proinflamatoria, tal y como esta listado
en la tabla 6.

Tabla 6: Expresion y sintesis de interleuquina 1B, interleuquina 6 (IL -6), interleuquina 8 (IL-8) y TNF-a en células
intestinales infectadas o no con Salmonella typhi en la ausencia o presencia de lactoferrina (60ug/ml).

Sin lactoferrina Con lactoferrina
IL-1B IL-6 IL-8 TNF-a IL-1B IL-6 IL-8 TNF-a
Expresion en células no
infectadas 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Expresion en células
infectadas 3.0 8.1 9.2 5.0 0.9 0.5 3.0 1.0
Sintesis en células no
infectadas (pg/ml) 1.000 90 2.100 22 1.000 90 2.100 22
Sintesis en células infec-
tadas (pg/ml) 4,500 850 9.000 120 800 80 3.800 15

Ejemplo 7
Cépsulas para la administracion oral en el tratamiento de hipoferremia y anemia.

Cualquiera que sea la causa de los estados de hipoferremia y anemia, la administracion durante un mes de una
capsula que contiene 100 mg de lactoferrina dos veces al dia restablecio los valores normales de sideremia y hemoglobi-
na. Los datos cuantitativos resultantes estan resumidos en la tabla 7 y pueden ser atribuidos a todos los tratamientos in
vivo, a los que hacen referencia a los ejemplos 1, 2, 3, 4,5y 6.

Tabla 7: Valores medios de hemoglobina y sideremia de 150 pacientes, antes y después del tratamiento con 100 mg de
lactoferrina 2 veces al dia.

IAntes del tratamiento Después del tratamiento con lactoferrina 100 mg 2
\veces al dia
Hemoglobina g/dI Sideremia pg/ml Hemoglobina g/dI Sideremia pg/ml

Gama y valores medios |Gama y valores medios Gama y valores medios |Gama y valores medios

10.1-11.9 25-64 12.2-13.5 80-130
11.0 44.5 12.8 105.0

Ademas, los valores de hepcidina y de IL-6 ensayados después de una administracion de lactoferrina durante un
mes fueron menores que aquellos anteriores a la terapia. En particular, la hepcidina disminuyé de 160 ng/ml a 100 ng/ml
en sangre, y de 1000 ng/mg de creatinina al dia a 10 ng/mg de creatinina al dia en orina. En cuanto a IL-6, después de un
mes de tratamiento con lactoferrina, su concentracién en sangre disminuyé de 7.5 en hombres y 5.4 pg/ml en mujeres a
aproximadamente 2.4 y 1.2 pg/ml respectivamente.

Ejemplo 8

Producto liofilizado para uso oral. Uso: deposicion de 100 mg de lactoferrina en las membranas mucosas de la
cavidad oral dos veces al dia después de una higiene oral meticulosa.

Ingrediente activo: 100 mg de lactoferrina liofilizada
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Excipientes: bicarbonato sddico 25mg
citrato sodico 25 mg
Ejemplo 9

Producto liofilizado para uso vaginal. Uso: deposicion de 100 mg de lactoferrina en membranas mucosas vaginales dos
veces al dia después de una higiene meticulosa.

Ingrediente activo: 100 mg de lactoferrina liofilizada
Ejemplo 10

Solucién para uso oral. Uso: un enjuague de aproximadamente 10-15 ml dos veces al dia después de una higie-
ne oral meticulosa.

Composicion para 100 ml:

Ingrediente activo: solucién en agua o en solventes usada normalmente para soluciones orales que contienen 1% de lac-
toferrina a ser disuelta en el momento de su uso.

Ejemplo 11

Solucion para uso vaginal. Uso: un lavado de aproximadamente 20-25 ml dos veces al dia después de una
higiene meticulosa.

Composicion para 100 ml:

Ingrediente activo: solucién en agua o en solventes usado normalmente para soluciones vaginales que contienen
1% de lactoferrina a ser disuelta en el momento de su uso.

Ejemplo 12
Gel o crema para uso oral. Uso: aplicacion dos veces al dia después de una higiene oral meticulosa.
Composicion para 100 g
Ingrediente activo: lactoferrina es incorporada con una concentracion de 1% en la crema o el gel.
Excipientes: ComUn a todos los geles o cremas para aplicaciones en membranas mucosas.

Ejemplo 13
Gel o crema para uso vaginal. Uso: aplicacion dos veces al dia después de una higiene meticulosa.
Composicion para 100 g:
Ingrediente activo: lactoferrina es incorporada con una concentracién del 1% en la crema o el gel.

Excipientes: comun a todos los geles o cremas para aplicaciones en la mucosa vaginal.

Ejemplo 14

Comprimidos para uso tépico. Uso: un comprimido a ser disuelto en la boca dos veces al dia después de una
higiene oral meticulosa.

Composicion para 300 mg:

Ingrediente activo: 100 mg de lactoferrina

Excipientes: benzoato soédico 150 mg
esencia de menta 50 mg

Ejemplo 15

Comprimidos vaginales. Uso: un comprimido a ser aplicado en la vagina dos veces al dia después de una higie-
ne meticulosa.

Composicion para 300 mg:
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Ingrediente activo: 100 mg de lactoferrina
Excipientes: benzoato sédico 150 mg
bicarbonato sédico 50 mg

Ejemplo 16
Pasta de dientes: Uso: al menos dos veces al dia.
Composicion para 100 mg
Ingrediente activo: lactoferrina 500 mg
Excipientes: comun a todas las pastas de dientes, mas 50 mg de bicarbonato sédico y 50 mg de citrato sddico.
Ejemplo 17
Chicle. Uso: 1 chicle a ser masticado después de cada comida
Ingrediente activo: lactoferrina 500 mg
Excipientes: goma base 400 mg

citrato sodico 10 mg

bicarbonato sédico 10 mg

hidroxibenzoato 20 mg

esencias 5mg
Ejemplo 18
Producto liofilizado a ser disuelto en agua y congelado. Uso: masaje de las encias dos o mas veces al dia.
Composicion para 10 ml:
Ingrediente activo. 20 mg de lactoferrina
Excipientes: esencias 5 mg
Ejemplo 19
Cépsulas a ser tragadas. Uso: 1 capsula dos veces al dia que no coincida con las comidas.
Composicion por capsula:
Ingrediente activo: 100 mg de lactoferrina
Excipientes: bicarbonato sédico 25 mg

Los ejemplos dados anteriormente demuestran la capacidad de la lactoferrina bovina para inhibir la expresién y la
sintesis de las citoquinas proinflamatorias por fibroblastos gingivales infectados con bacterias contenidas en una placa,
tomada de un paciente, junto con la actividad de proteger las células contra el dafio causado por superéxidos, segin un
modelo experimental que es descrito, repetible y reproducible. Los ejemplos dados anteriormente demuestran también la
capacidad de la lactoferrina bovina para inhibir la expresion y la sintesis de las citoquinas proinflamatorias por fibroblastos
gingivales infectados con Prevotella intermedia o bacterias anaerobicas Gram-negativas presentes en la placa subgingi-
val, junto con la actividad de proteger las células contra dafios causados por superéxidos, segin un modelo experimental
gue es descrito, repetible y reproducible. Los ejemplos dados anteriormente también demuestran la capacidad de la lacto-
ferrina bovina para inhibir la expresion y la sintesis de las citoquinas proinflamatorias por fibroblastos gingivales o por
células Hela infectadas con Candida albicans, junto con la actividad de proteger las células contra dafios causados por
superoxidos, segun un modelo experimental que es descrito, repetible y reproducible. Los ejemplos dados anteriormente
demuestran también la capacidad de la lactoferrina bovina para inhibir la expresion y la sintesis de las citoquinas proin-
flamatorias por parte de las células intestinales infectadas con Salmonella spp, junto con la actividad de proteger las célu-
las contra dafios causados por superéxidos, segin un modelo experimental que es descrito repetible y reproducible. En
los tests in vivo, en todos los casos en los que se encontraron hipoferremia y anemia en la infeccion e inflamacion de las
membranas mucosas, antes y después de la administracion oral de lactoferrina bovina durante al menos un mes, el anali-
sis de IL-6 y de hepcidina en sangre o en orina fue realizado junto con andlisis de los valores hematoldgicos, para demos-
trar la efectividad del invento para restablecer la homeostasis del hierro en circulacion y depositado en tejidos.
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Aunqgue solo algunos de los ejemplos de realizacion preferidos de la invencion han sido descritos en el texto, la
persona experimentada en la técnica entendera inmediatamente que en cualquier caso es posible obtener otros ejemplos
de realizacion igualmente ventajosos y preferidos.
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REIVINDICACIONES

1. Lactoferrina bovina para su uso en el tratamiento de inflamacién destructiva (patoldgica) que afecta a membranas mu-
cosas asociada con infeccién aguda o crénica, y opcionalmente asociada con estados de hipoferremia y/o anemia

cuando las membranas mucosas estan seleccionadas de entre una o0 mas de membranas mucosas vaginales,
anales o de la cavidad orofaringea y la lactoferrina bovina es para uso topico cuando la inflamacion destructiva (patologi-
ca) no esta asociada con hipoferremia y/o anemia, y combinada con el uso oral de lactoferrina bovina cuando la inflama-
cién destructiva (patolégica) esta asociada con hipoferremia y/o anemia, o

cuando las membranas mucosas son membranas mucosas intestinales y la lactoferrina bovina es para su uso
oral cuando la inflamacion destructiva (patol6gica) esta asociada con hipoferremia y/o anemia.

2. La lactoferrina bovina para su uso segun la reivindicacion 1, cuando el tratamiento comprende obtener simultaneamen-
te los siguientes efectos:

i) Una accién bacteriostatica/fungistatica, bactericida/fungicida y una accion que bloquea interacciones
tempranas virus-células huésped para infecciones viricas,

i) Restablecimiento de la homeostasis de la inflamacién,

iii) Restablecimiento de la homeostasis de hierro,

iv) Restablecimiento de los valores fisioldgicos de sideremia y hemoglobina.

3. La lactoferrina bovina para su uso segin una o méas de las anteriores reivindicaciones, cuando las infecciones agudas o
cronicas asociadas con inflamacion destructiva (patolégica) estan seleccionadas de entre una o mas de infecciones mico-
ticas y viricas en general, infecciones recurrentes causadas por microorganismos presentes en forma adherida, agregada
o de biofilm y microorganismos que tienen una localizacion intracelular facultativa u obligatoria.

4. La lactoferrina bovina para su uso segun la reivindicaciéon 3, cuando las infecciones agudas o crénicas asociadas con
inflamacion destructiva (patoldgica) estan seleccionadas de entre una o mas de gingivitis, gingivoestomatitis virica y paro-
dontopatias.

5. La lactoferrina bovina para su uso segun una o mas de las anteriores reivindicaciones, cuando el tratamiento hace refe-
rencia a estados en los que la inflamacion destructiva (patolégica), hipoferremia, anemia e infecciones agudas o crénicas
estan presentes simultdneamente.

6. La lactoferrina bovina para su uso segln una 0 mas de las anteriores reivindicaciones, cuando el tratamiento de la
hipoferremia y/o anemia comprende restablecer una distribucion fisiolégica de la cantidad de hierro entre tejidos y circula-
cion.

7. Un preparado combinado que comprende, como componentes activos, un primer compuesto farmacéutico para uso
tépico de lactoferrina bovina y un segundo compuesto farmacéutico para uso oral de lactoferrina bovina.

8. Lactoferrina bovina o preparado combinado para su uso segun una o mas de las anteriores reivindicaciones, en el que
la lactoferrina tiene un grado de saturacién de los sitios de union para hierro (Ill) que oscila de 0% saturacion a 100% sa-
turacion, preferiblemente de 0% (limite incluido) a 100% (limite no incluido), mas preferiblemente de 0% a 20% (limites
incluidos) de saturacion.

9. Lactoferrina bovina o preparado combinado para su uso segun la reivindicacion 8, en la que el grado de saturacion es
obtenido con uno o mas de Fe(lll), Zn, Cuy Mn.

10. Lactoferrina bovina o preparado combinado para su uso segin una o mas de las anteriores reivindicaciones, en la que
la lactoferrina es seleccionada entre uno o mas de lactoferrina nativa intacta, lactoferrina recombinante intacta, I6bulo N,
I6bulo C, secuencia comprendida entre aa 86 y 258 de lactoferrina intacta, y secuencia comprendida entre aa 285 y 692
de lactoferrina intacta.

11. Lactoferrina bovina o preparado combinado para su uso segin una o méas de las anteriores reivindicaciones, en el que
el uso topico es obtenido mediante polvos anhidro liofilizados para su uso directo en membranas mucosas.

12. Lactoferrina bovina o preparado combinado para su uso segln una o mas de las anteriores reivindicaciones, en donde
el uso oral es obtenido mediante capsulas o comprimidos que contienen la lactoferrina.

13. Lactoferrina bovina o preparado combinado para su uso segin una o mas de las anteriores reivindicaciones, en donde
el uso topico de la lactoferrina es tal como para administrar una cantidad total de lactoferrina que oscila entre 100 mg y
400 mg al dia, durante una semana.
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14. Lactoferrina bovina o preparado combinado para su uso segun la reivindicacién 13, en donde el uso topico ocurre me-
diante polvo liofilizado a ser dispersado sobre las membranas mucosas dos veces al dia en una cantidad igual a 50-200
mg por aplicacién, durante una semana.

15. Lactoferrina bovina o preparado combinado para su uso segun la reivindicacion 13, en donde el uso tépico ocurre me-
diante una forma liquida o semisélida de dosis miltiple que comprende lactoferrina en la gama de 0,1% - 10% pe-
so/volumen total de compuesto.

16. Lactoferrina bovina o preparado combinado para su uso segliin una o mas de las anteriores reivindicaciones, en donde
el uso oral de la lactoferrina es tal como para administrar una cantidad total de lactoferrina de entre 50 y 200 mg al dia,
durante un mes, preferiblemente igual a 200 mg al dia, durante un mes.
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