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DESCRIPCION
Método de obtencién de una mezcla de oligosacéaridos neutros extraidos de semillas de lino

[0001] La presente invencidn se refiere a los oligosacaridos, en concreto, derivados de los vegetales y, méas en
concreto, a la utilizacion de estos oligosacaridos en el campo cosmético o dermatolégico.

[0002] La invencidn se refiere mas en concreto a una utilizacion cosmética o dermatoldgica de los oligosacaridos
neutros procedentes de semillas de lino y un método de obtencién de estos oligosacaridos, por ejemplo, después
de la hidrélisis y el fraccionamiento de una solucién de mucilago.

[0003] En particular, los oligosacaridos neutros procedentes de las semillas de lino pueden utilizarse, en
particular, para favorecer la reparacion tisular cutanea y también para prevenir los efectos del envejecimiento
cutaneo.

[0004] La reparacion cutédnea esté constituida por un conjunto de procesos implementados con el fin de reparar
un dafo o una lesién sufrida por la piel y de reconstituir un tejido préximo al tejido dafado original.

[0005] El envejecimiento cutaneo es responsable de la modificaciéon de las estructuras anatémicas e histologicas
y de la alteracién del funcionamiento de las células.

[0006] El envejecimiento cutaneo resulta de diferentes factores, en particular, una alteracién celular debida, por
ejemplo, al estrés oxidativo, pero también a factores externos, tales como la contaminacién, la consumicion de
tabaco o de alcohol, una exposicion excesiva a la luz solar, etc.

[0007] El envejecimiento cutaneo se traduce en la aparicién de arrugas y de manchas de pigmentacion, en
general de color marrén, y por una disminucién de la tonicidad de la piel.

[0008] El estado de la técnica propone determinadas estrategias destinadas a luchar contra las manifestaciones
visibles del envejecimiento cutaneo. A este respecto, se pueden citar, en particular, las siguientes técnicas:

- el tratamiento con laser para corregir los defectos tales como las manchas oscuras y las arrugas finas.
- las inyecciones de toxina botulinica, de acido hialurénico o incluso de colageno;

- el peeling, que consiste en una retirada de una capa considerable de la epidermis;

- el lifting;

- etc.

[0009] Sin embargo, las técnicas existentes en la actualidad presentan ciertos efectos secundarios indeseables y
no permiten siempre obtener resultados satisfactorios.

[0010] En consecuencia, desde hace algunos afos, los laboratorios han implementados otras estrategias con el
objetivo de luchar de forma mas eficaz y de forma mas natural contra los efectos del envejecimiento cutaneo y
para intentar ralentizar este proceso. Asimismo, conviene encontrar soluciones para favorecer la reparacién
tisular cutanea en caso de lesiones.

[0011] En particular, en los dltimos afos se han desarrollado las investigaciones sobre la utilizacién de
oligosacaridos en las composiciones con fin cosmético para disminuir los signos del envejecimiento cutaneo. De
hecho, las moléculas a base de azucares son de particular interés, en concreto, debido a sus propiedades
hidratantes.

[0012] De esta manera, algunas solicitudes de patente se refieren a composiciones cosméticas que constan de
oligosacaridos; en particular, la solicitud de patente WO 99/24009 describe, en concreto, la utilizaciéon de los
oligosacaridos que contienen xilosa para aumentar la sintesis de determinados compuestos, los proteoglicanos y
los glicosaminoglicanos. Sin embargo, en este documento, la xilosa utilizada es un producto comercial y no un
producto natural derivado de la planta.

[0013] El documento de patente US 2007/0293433 se refiere a una composicién antiedad que consta de una
pluralidad de oligosacaridos obtenida por hidrélisis enzimatica de la pectina, que consiste también en un producto
comercial.

[0014] También se conoce, a partir de la solicitud de patente US2004/0097464, una composicion que comprende
una mezcla de oligosacaridos, en particular, fucosa, obteniéndose esta por una hidrélisis realizada por un
microorganismo. La mezcla de oligosacaridos descrita en el presente documento requiere la implementacién de
un método complicado y que consta de un gran nimero de etapas, de las cuales algunas requieren la accién de
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microorganismos patégenos que deben eliminarse necesariamente de la mezcla destinada a una aplicacion
cosmeética.

[0015] Ademas, las composiciones descritas en los documentos mencionados anteriormente no presentan una
accion lo suficientemente eficaz, en particular, en la estimulacion de la reparacidén cutanea, para la que existen
pocas soluciones en el estado de la técnica.

[0016] También se conoce la utilizacién de los principios activos derivados de las plantas, en particular, del lino
(Linum usitatissimum), planta perteneciente a la familia de las Linaceae, para una utilizacién con el fin de luchar
contra las manifestaciones de la edad.

[0017] También se conoce, a partir de la solicitud de patente internacional WO2008/043944 la utilizacién de
principios activos procedentes del lino para la preparacién de una composicion cosmética para luchar contra el
envejecimiento cutaneo, asi como un método para obtenerlos.

[0018] Sin embargo, el principio activo, obtenido mediante el método descrito en esta solicitud de patente, consta
de diversos componentes, y en su mayoria proteinas de masa molar inferior a 5000 Da en gran concentracion,
azlcares mondmeros, acidos urdnicos, carbohidratos, etc.

[0019] En consecuencia, esta variedad de componentes no permite una accion focalizada y especifica, en
concreto, esta disparidad de componentes no permite favorecer de manera eficaz la reparacion cutdnea en caso
de danos sufridos por la piel.

[0020] En el contexto de la presente invencion, los solicitantes han descubierto que determinados oligosacéaridos
particulares, procedentes de la semilla de lino, permiten una estimulacion eficaz de los fenédmenos llevados a
cabo en particular en los procesos de reparacion tisular cutdnea y han desarrollado un método para la extraccién
de estos oligosacaridos.

[0021] M&s en concreto, se trata de los oligosacaridos neutros que presentan una masa molar elevada,
obteniéndose estos ultimos como consecuencia de un fraccionamiento por ultrafiliracion a un punto de corte
comprendido, por una parte, entre 5 000 y 15 000 Da vy, por otra parte, entre 15 000 y 50 000 Da.

[0022] De esta manera, la presente invencién se refiere a un método de obtencion de una mezcla de
oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino, presentando dichos oligosacaridos masas molares
elevadas, constando dicho método de las siguientes etapas:

- se lleva a cabo una hidrélisis con pH acido de una soluciéon de mucilago de lino, obteniéndose esta Ultima
por extraccion de semillas de lino en un solvente, realizandose dicha hidrélisis con un pH de 2, a una
temperatura del orden de 80°C, durante un periodo de 24h;

- se neutraliza dicha solucién afiadiendo una base en una cantidad adecuada;

- se realiza una primera ultrafiltracioén de la solucién a través de una membrana de porosidad 50 000 Da, para
obtener un primer retenido y un primer permeado;

- se realiza una segunda ultrafiltracién de dicho primer permeado a través de una membrana de porosidad
15 000 Da, para obtener un segundo retenido y un segundo permeado;

- se realiza una tercera ultrafiltracién de dicho segundo permeado a través de una membrana de porosidad
5000 Da, para obtener un tercer retenido y un tercer permeado;

- se mezcla el segundo retenido y el tercer retenido para obtener dicha mezcla de oligosacaridos, constando
dicho segundo retenido de oligosacaridos con masas molares resultantes del fraccionamiento por
ultrafiltracién a un punto de corte comprendido entre 15 000 et 50 000 Da, y constando dicho tercer retenido
de los oligosacaridos con masas molares resultantes del fraccionamiento por ultrafiltracion a un punto de
corte entre 5000 y 15 000 Da.

[0023] Segun otras caracteristicas particulares del método:
- la extraccion de las semillas de lino se realiza preferiblemente en un solvente acuoso;

- preferiblemente, se neutraliza dicha soluciéon de mucilago anadiendo, en una cantidad adecuada, una base
fuerte seleccionada de entre el grupo que comprende al menos hidréxido de bario e hidroxido de sodio.

[0024] La presente invencion se refiere también a una mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de
lino obtenido por la implementacién del método segln la invencion, constando dicha mezcla de oligosacéaridos
con masas molares resultantes de un fraccionamiento por ultrafiltracion a un punto de corte comprendido, por
una parte, entre 15 000 y 50 000 Da vy, por otra parte, entre 5 000 y 15 000 Da.
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[0025] De forma particularmente interesante, dicha mezcla consta de oligosacaridos cuya cadena comprende al
menos fucosa y/o arabinosa y/o galactosa y/o glucosa y/o xilosa.

[0026] Ventajosamente, dicha mezcla consta de un indice bajo de oligosacaridos cuya cadena comprende
ramnosa y un indice bajo de acidos uronicos.

[0027] La mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino puede utilizarse ventajosamente con
fines cosméticos para luchar contra los efectos del envejecimiento cutaneo.

[0028] Preferiblemente, la invencion se refiere a la utilizacién de dicha mezcla para estimular:
- la proliferacion de los fibroblastos;

- el quimiotaxismo de los fibroblastos;

- la migracion celular de los fibroblastos;

- la sintesis de colageno de tipo Il y/o de tipo IV por los fibroblastos;

La utilizacion de la mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino permite también
ventajosamente estimular la sintesis de lumican e inhibir la sintesis de decorina por los fibroblastos.

[0029] Dicha mezcla también puede utilizarse para inducir la diferenciacion de los queratinocitos.

[0030] La presente invencion se refiere también a una composicion dermatoldgica o cosmética que comprende
una mezcla de oligosacaridos neutros segun la invencién y al menos un vehiculo cosmética o
dermatolégicamente aceptable.

[0031] De forma ventajosa, en la composicion, la concentracion de oligosacéridos neutros estd comprendida
entre 0,1 y 5 mg/mL.

[0032] Segun un modo de realizacién particular, la mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de
lino segun la invencion también puede utilizarse como medicamento, en particular para favorecer la cicatrizacién
de los tejidos, en concreto, en las Ulceras crénicas o después de una intervencién quirirgica.

[0033] La mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino también puede utilizarse para favorecer
la reparacion tisular cutanea, en particular, para favorecer la cicatrizacién de una herida.

[0034] Otras caracteristicas y ventajas de la invencion se desprenderan de la siguiente descripcion detallada de
los modos de realizacion no limitativos de la invencion, con referencia a las figuras adjuntas, en las que:

- la figura 1 consiste en una tabla que resume las caracteristicas de las muestras E1 a E7 obtenidas a partir
de un mucilago de semillas de lino; las fracciones E4 y E6, que presentan un interés particular, aparecen
rodeadas en la tabla;

- las figuras 2A, B y C que ilustran, mediante histogramas en los que se evalia el nimero de células vivas
por colorimetria, la ausencia de citotoxicidad de los oligosacaridos neutros de semillas de lino en los
fibroblastos en presencia de diferentes concentraciones de oligosacaridos;

- la figura 3 representa el efecto de los oligosacaridos neutros de semillas de lino en la proliferacion de los
fibroblastos después de diferentes tiempos de incubacién (24 h, 48 h'y 72 h);

- la figura 4 ilustra mediante histogramas el numero de células que migraron en funcién de su exposicion 0 no
a oligosacaridos neutros procedentes de semillas de lino;

- la figura 5 ilustra también la migracion de los fibroblastos en funcion de concentraciones diferentes de
oligosacaridos neutros procedentes de semillas de lino;

- la figura 6 es una representacion grafica de la trayectoria de los fibroblastos en presencia o en ausencia de
fracciones de oligosacaridos;

- las figuras 7A y 7B representan graficamente, en forma de histogramas, la sintesis de colageno de tipo I
en presencia de oligosacaridos durante un periodo de 24 h (figura 7A) o 48 h (figura 7B);

- la figura 8 corresponde a una fotografia de membranas de transferencia western que revela la expresion del
colageno de tipo IV en los fibroblastos en presencia o ausencia de oligosacaridos de semillas de lino.

- la figura 9 corresponde a una fotografia de geles de agarosa que revela la expresién de los genes de los
proteoglicanos decorina y lumican en los fibroblastos en presencia o ausencia de oligosacaridos de semillas
de lino; el gen GAPDH se utiliza como control.
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[0035] La presente invencion se refiere a un método para la obtencién de una mezcla de oligosacaridos neutros
procedentes de semillas de lino, en particular, de la variedad Linum usitatissimum. Dicha mezcla se obtiene
ventajosamente por hidrélisis controlada y posteriormente fraccionamiento a partir de una soluciéon de mucilago
de semillas de lino, obteniéndose esta ultima por extraccion de dichas semillas de lino en un solvente.

[0036] En la siguiente descripcion, por «oligosacarido» se entiende cualquier oligbmero o polimero osidico
resultante de la hidrélisis acida en caliente del mucilago y cuya masa molar permite el paso a través de la
ultrafiltracién a 50 000 Da.

[0037] Por «oligosacarido neutro» se entiende un oligosacarido que no tiene ni carga ni residuos N-acetilo.

[0038] Por «mucilago» se entiende una sustancia vegetal constituida por polimeros osidicos, en particular
polisacaridos, que envuelve principalmente las semillas de lino.

[0039] Por «solucién de mucilago» se entiende la solucion obtenida después de remojar las semillas de lino en
un solvente, en concreto acuoso, por ejemplo agua, y constituida en gran parte por polimeros osidicos.

[0040] Ventajosamente, el método segun la invencién permite la obtencion de una mezcla de oligosacéaridos
neutros procedentes de semillas de lino que consta de oligosacaridos con masas molares resultantes de un
fraccionamiento por ultrafiltraciéon a un punto de corte comprendido, por una parte, entre 15 000 y 50 000 Da v,
por otra parte, entre 5 000 y 15 000 Da.

[0041] La invencion también se refiere a una mezcla de oligosacaridos neutros procedentes de semillas de lino
obtenida mediante la implementacién del método.

[0042] La presente invencién se refiere también a una composicién, que presenta, en particular, un uso
cosmético o dermatologico y que consta de una mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino
obtenida mediante el presente método. Ademas de estos oligosacaridos, dicha composicion consta también
ventajosamente de al menos un vehiculo cosmética o dermatolégicamente aceptable.

[0043] La composiciéon segun la invencién puede presentarse indiferentemente en forma de una crema, de un
gel, de una locién, de un sérum, de una espuma o, incluso, de una pomada.

[0044] Dicha composicion esta destinada, mas en concreto, a aplicarse sobre la piel o, incluso, en las faneras.

[0045] La piel es un érgano complejo que recubre el cuerpo por completo. Asegura varias funciones necesarias
para la supervivencia del organismo, en particular, la proteccion contra cualquier agresién externa ya sea fisica,
quimica o incluso bioldgica.

[0046] La piel esta constituida por tres capas principales: la parte superficial, la epidermis, seguida de una capa
mas espesa, la dermis, y de la capa mas profunda, la hipodermis, en las que las células interactdan entre si para
garantizar las funciones de la piel.

[0047] La epidermis es la capa en contacto directo con el entorno exterior. Protege el organismo impidiendo la
entrada de agentes patdgenos y mantenido el agua y los nutrientes en el interior. Presenta un grosor medio de
100 um, pero puede variar considerablemente segun la regién del cuerpo y el nivel de queratinizacién.

[0048] La célula principal de la epidermis es el queratinocito. Posee numerosas funciones, en particular en las
respuestas cuténeas inflamatorias e inmunitarias, constituyendo de esta manera una barrera protectora.

[0049] La epidermis esta separada de la dermis por una membrana denominada membrana basal, cuyo
componente principal es el colageno de tipo IV.

[0050] La dermis es la capa que proporciona flexibilidad y resistencia a la piel. Su grosor varia
considerablemente segln la localizacién anatémica.

[0051] La dermis esta compuesta principalmente por tejidos conjuntivos que la hacen compresible y elastica.
Constituye un soporte para los diferentes anexos cutaneos, tales como los vasos sanguineos, el pelo, las
terminaciones nerviosas y las glandulas sebaceas y sudoriparas.

[0052] Estos anexos estan rodeados de fibras mayoritariamente constituidas por colageno de tipo | y Ill, las
cuales garantizan elasticidad y flexibilidad a la dermis.

[0053] El colageno es uno de los principales componentes de la matriz extracelular. Se trata de una proteina que
se sintetiza, en particular, en los procesos de reparacion tisular. Sin embargo, la sintesis de colageno se vuelve
cada vez menos importante en funcién de la edad.

[0054] Los fibroblastos son las células mayoritarias de la dermis; sintetizan todos los tipos de fibras, en particular
las fibras de colageno, asi como otros componentes de la membrana basal.
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[0055] Los fibroblastos dérmicos son un componente esencial de la piel: producen y organizan la matriz
extracelular de la dermis y se comunican con otros tipos celulares, desempefando un papel crucial en la
regulacion de la fisiologia de la piel.

[0056] Con el tiempo, la piel puede sufrir numerosas agresiones, tanto internas como externas. Cuando la piel
sufre un dafo o una lesion, se implementan un conjunto de procesos para reparar el dafo y restaurar un tejido lo
mas cerca posible del tejido original.

[0057] En particular, el envejecimiento es un factor principal de las alteraciones cutaneas. Modifica las
estructuras anatémicas e histologicas y altera el funcionamiento de las células. La piel sufre de esta manera
profundos cambios.

[0058] El envejecimiento cutaneo se deriva de la conjuncién de diferentes factores, complejos y estrechamente
relacionados.

[0059] En particular, el envejecimiento cutaneo es el resultado de numerosas alteraciones celulares, tal como
una disminucion de los teldmeros, un estrés oxidativo, una degradacion de los sistemas de reparacion del ADN,
a las que se anaden factores externos tales como la exposicion al sol, la contaminacion, las agresiones
climaticas, pero también la consumicién de alcohol o de tabaco o, incluso, la alimentacién.

[0060] EI envejecimiento de la epidermis se manifiesta principalmente por la disminucion de su grosor. Esta
atrofia es la consecuencia, por una parte, de la acumulacién de queratinocitos senescentes y, por otra parte, de
la pérdida progresiva de las invaginaciones caracteristicas de la epidermis.

[0061] Los queratinocitos basales muestran una disparidad de tamafo y de forma, sugiriendo alteraciones
morfolégicas, asi como una disminucién de su capacidad de proliferacion. Ademas, la capacidad de regeneracion
de la epidermis, como consecuencia de un traumatismo, disminuye con la edad.

[0062] Asimismo, las propiedades de adherencia de la epidermis disminuyen debido a una disminucién de la
expresion de la integrina beta-1 implicada en la adhesion de los queratinocitos basales a la lamina basal
subyacente. El colageno IV de la ldmina basal, que sirve para la cohesion de la unién dermoepidérmica y para la
adhesién de los queratinocitos, también disminuye durante el envejecimiento.

[0063] Finalmente, el envejecimiento conlleva una disminucién del nimero de melanocitos y de células de
Langerhans, afectando a la capacidad de proteccion epidérmica contra las agresiones.

[0064] Durante el envejecimiento cutaneo, la dermis también es el centro de una profunda desorganizacion con
una matriz extracelular que parece densa y poco vascularizada. Su atrofia se debe principalmente a una
reduccion del numero y del tamano de los fibroblastos, pero sobre todo de su capacidad de sintesis.

[0065] En particular, las fibrillas de coldgeno adquieren un aspecto granuloso y las fibras se vuelven mas
compactas. Se disocian y tienden a orientarse en paralelo a la superficie de la dermis. Las alteraciones de las
fibras de colageno, asi como del material elastico, el cambio del contenido de proteoglicanos y la aparicion de
fibroblastos en estado quiescente sin contacto directo con los haces de colageno representan las principales
caracteristicas de una dermis envejecida.

[0066] Todas estas alteraciones histologicas y bioquimicas tienen consecuencias funcionales cruciales en las
propiedades de la piel, dando lugar a respuestas menos adaptadas a las diferentes agresiones externas.

[0067] La reparacion tisular es un ejemplo de respuesta natural cuando un tejido es dafnado por una agresion
externa. Este proceso se realiza sistematicamente y tiene lugar en tres fases: inflamacion, proliferacion y
maduracion.

[0068] Los primeros sucesos durante una reparacion tisular se caracterizan por una fase inflamatoria, una
respuesta vascular y celular. Entre estos, se observa la llegada de numerosas células inflamatorias, endoteliales
y vasculares. Esto se realiza mediante la produccion de factores que presentan propiedades quimioatrayentes.

[0069] Durante la fase de proliferacién, la formaciéon de un tejido granuloso es el acontecimiento clave. Las
células inflamatorias, los fibroblastos, las moléculas de la matriz extracelular (fibronectina, colageno,
glicosaminoglicanos y proteoglicanos) forman el tejido de granulacion. Este se forma de 3 a 5 dias después de la
agresion y se produce después de la fase inflamatoria.

[0070] Cuando se lesiona el epitelio, las células epidérmicas de las inmediaciones de la herida se multiplican y
migran para recubrir el tejido sano. Cuando se completa el proceso, las células epidérmicas recuperan sus
formas y sus funciones iniciales. Durante esta fase, se produce una fibroplasia: los fibroblastos desempenan un
papel muy importante en esta etapa. Son responsables de la produccion de colageno (y, mas en concreto, del
colageno de tipo lll), de elastina, de fibronectina y de glicosaminoglicano. Ademas, los fibroblastos migran y
proliferan.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2747 628 T3

[0071] La tercera fase es la fase de maduracion y de renovacion donde se termina la reparacion dérmica y
epidérmica.

[0072] Durante esta fase, se produce una maduracion de las fibras y una apoptosis celular que provoca la
formacion de un tejido proximo al tejido inicial. La renovacion se realiza, en concreto, con respecto al colageno.
Las proteinas denominadas metaloproteasas (MMP) permiten controlar la cantidad de colageno depositado de
forma anarquica en las fases precoces del proceso, mientras que la sintesis de colageno persiste para
reconstituir fibras regulares y bien ordenadas. Los inhibidores de estas MMP regulan la actividad de estas
enzimas. Por tanto, se crea un equilibrio entre la formacién del colageno nuevo y la destruccion del colageno
antiguo. El colageno Il depositado inicialmente disminuye en gran medida para dar paso al colageno |.

[0073] Con la edad, durante el envejecimiento cutédneo, la reparacion tisular se vuelve menos eficaz: en
particular, los fibroblastos proliferan y migran menos, la sintesis de colageno disminuye.

[0074] Los solicitantes han desarrollado un método que permite la obtencién de una mezcla de oligosacaridos
neutros procedentes de semillas de lino (en particular, Linum usitatissimum), permitiendo dicha mezcla obtenida
mediante el método segun la invencion, por su composicién particular en oligosacaridos, una mejora sustancial
de la eficacia de los procesos llevados a cabo durante la reparacion tisular, a la vez que favorece una
ralentizacion de la aparicién de los signos visibles del envejecimiento cutaneo.

[0075] Los experimentos e investigaciones llevados a cabo demuestran que la mezcla de oligosacaridos con
masas molares procedentes de un fraccionamiento por ultrafiltracién a un punto de corte comprendido, por una
parte, entre 5 000 y 15 000 Da, y por otra parte, entre 15 000 y 50 000 Da, y obtenida mediante el método segun
la invencién, es particularmente interesante para mejorar la reparacion cuténea.

[0076] Ventajosamente, esta mezcla que comprende preferiblemente una pluralidad de oligosacaridos se
obtiene, mediante la implementacién del método segin la invencion, a partir de una solucién de mucilago de
semillas de lino y presenta propiedades notables, que permiten en particular una accién positiva en las células
que intervienen en los mecanismos de la reparacion tisular, como los fibroblastos y los queratinocitos.

[0077] Segun un modo de realizacion preferido, la mezcla de oligosacaridos neutros, procedentes de semillas de
lino mediante la implementacion del método segun la invencion, puede utilizarse para favorecer la cicatrizacion
de una herida, tanto en hombres como en animales.

[0078] De esta manera, de forma ventajosa, esta mezcla puede integrarse en un dispositivo médico de tipo
parche o aposito, estando destinado este Ultimo a aplicarse en cualquier herida para permitir que esta cicatrice
mas rapido.

[0079] De forma particularmente interesante, la mezcla de oligosacaridos obtenida mediante el presente método
también puede utilizarse como medicamento, tanto en el campo de la medicina humana como en el de la
medicina veterinaria.

[0080] En particular, dicha mezcla de oligosacaridos puede favorecer ventajosamente una cicatrizacion de los
tejidos, en particular en las Ulceras crdnicas o como consecuencia de una intervencion quirdrgica, en particular
por su accién beneficiosa en los fibroblastos de los tejidos conjuntivos.

[0081] Las propiedades de la mezcla de oligosacaridos neutros procedentes de las semillas de lino, obtenida
mediante el método segun la invencidn, se desarrollaran y se ilustraran en los siguientes ejemplos, en relacion
con las diferentes figuras adjuntas.

Ejemplo 1: Método de preparacion de las fracciones de oligosacaridos

[0082] En el método segun la invencién, se obtiene una solucién de mucilago por extraccion de semillas de lino
joven en un solvente y preferiblemente en caliente, por ejemplo, a una temperatura del orden de 80 °C. Dichas
semillas de lino proceden, en concreto, de Linum usitatissimumy la relacion entre dichas semillas y el solvente,
ventajosamente agua, es preferiblemente del orden de 1/10.

[0083] A esta etapa de extraccion le sigue ventajosamente una separacion centrifuga, y se recupera y se
precipita un extracto liquido en medio etandlico, implementando una relaciéon del orden de 1/4 entre dicho
extracto y el etanol.

[0084] Ventajosamente, el exiracto se vuelve a poner a continuaciéon en solucién al 2 % para la etapa de
hidroélisis. Esta solucion se hidroliza con un pH 2, preferiblemente afadiendo acido sulftrico H.SOs. La reaccion
de hidrélisis se realiza a una temperatura del orden de 80 °C, durante un periodo de 24 h.

[0085] Después de la etapa de hidrolisis, se neutraliza la solucién, por ejemplo anadiendo una cantidad
adecuada de una base fuerte seleccionada de entre el grupo que comprende, en particular, hidréxido de bario
Ba(OH). e hidroxido de sodio NaOH.
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[0086] Sin embargo, también se puede utilizar cualquier otra base que permita una neutralizacion de la solucion
de mucilago.

[0087] La solucidn se somete entonces a una serie de diversas ultrafiltraciones para purificarse.

[0088] La primera ultrafiltracién de la solucion se realiza a través de una membrana preferiblemente mineral con
un limite de porosidad de 50 000 Da (Carbosep, diametro de 6 mm, trilobulada, superficie de 6,8 m2). Después
de esta primera ultrafiltracion, realizada preferiblemente con un factor de concentracion de volumen entre 5y 7,
se obtiene un primer retenido, que consta de los compuestos y las moléculas con masas molares que no
exceden el punto de corte de 50 000 Da, y un primer permeado, en el que se encuentran los compuestos de
masas molares que exceden el limite de porosidad.

[0089] Este primer permeado se somete entonces a una segunda etapa de ultrafiliracion (preferiblemente en
membrana mineral 15 000 Da, InsideCéram, didmetro 20 mm/13 canales, superficie de 0,8 m?), realizada
ventajosamente con un factor de concentracion en volumen entre 4 y 8, y se obtiene un segundo retenido y un
segundo permeado.

[0090] El segundo permeado, obtenido como consecuencia de la segunda etapa de ultrafiltraciéon en membrana
15 000 Da, se somete entonces a otra etapa de ultrafiltracion (preferiblemente en membrana mineral 5 000 Da,
InsideCéram, 20 mm/13 canales, superficie de 0,8 m2) realizada por ejemplo con un factor de concentracién en
volumen comprendido entre 4 y 8. Se obtiene entonces un tercer retenido y un tercer permeado.

[0091] Al finalizar las ultrafiltraciones, se obtienen 7 muestras o fracciones: el hidrolizado de partida (E1), el
primer retenido 50 000 Da (E2), el primer permeado 50 000 Da (E3), el segundo retenido 15 000 Da (E4), el
segundo permeado 15 000 Da (E5), el tercer retenido 5 000 Da (E6) y el tercer permeado 5 000 Da (E7).

[0092] Mas en concreto, las muestras de interés son las muestras referenciadas E4 (segundo retenido) y E6
(tercer retenido), que comprenden respectivamente oligosacaridos con masas molares elevadas resultantes del
fraccionamiento por ultrafiltracién a un punto de corte comprendido, por una parte, entre 15 000 y 50 000 Da para
E4 y, por otra parte, entre 5 000 y 15 000 Da para E6.

[0093] Estas muestras se dejan en forma liquida o liofilizadas.
[0094] La mezcla del segundo y el tercer retenido permite obtener la mezcla de oligosacaridos de interés.
Ejemplo 2: Caracterizacion de las fracciones de oligosacaridos

[0095] Las muestras se analizaron por cromatografia de exclusién por tamanos (SEC: Size Exclusion
Chromatography) junto con la dispersion de la luz (MALS : Multi Angle Light Scattering) y de un refractométro
diferencial (DRI: Differential Refractive Index). La linea de analisis se compone de un desgasificador (DGU-20A3
Shimadzu, Japén), de una bomba de HPLC (LC10Ai Shimadzu, Japén) con un rendimiento de 0,5 mL/min, de un
inyector automatico (SIL-20A Shimadzu, Japoén), de dos columnas Shodex montadas en serie (OHpack SB802,5
y SB804), de un detector de dispersion de la luz multiangulos: MALS (Dawn EOS, Wyatt Technology Corp., EE.
UU.), provisto de una celda K5 de 50 uL y de 18 diodos de medicién y de un refractémetro diferencial (RID 10A
Shimadzu, Japén). Las fracciones se caracterizan con ayuda del programa informatico Astra 6 (Wyatt
Technology), utilizando el método Zimm orden 1. El incremento de indice de refraccion (dn/dc) utilizado es de
0,15 mL/g, valor medio clésico para un oligosacarido o un polisacérido.

[0096] Se llevan a cabo las soluciones con concentraciones de 2, 5, 10 o 20 g/L de oligosacaridos, segun las
fracciones, o por solubilizacién en una solucién de NaCl 0,15 mol/L de la mezcla de oligosacaridos liofilizada, o
por dilucién de la mezcla en forma liquida teniendo en cuenta el extracto seco de la solucion inicial. Se toma un
volumen de 30 mL de estas soluciones y se filtra al vacio durante 10 minutos con ayuda de una membrana de
celulosa regenerada de porosidad 0,45 pm de marca Millipore para eliminar cualquier compuesto insoluble
sobredispersado y para obtener una buena linea de base.

[0097] La integracion de los picos refractométricos y de dispersion de la luz da, para el segundo retenido (E4),
procedente del fraccionamiento por ultrafiltraciéon a un punto de corte entre 15 000 y 50 000 Da, una masa molar
media en nimero de 17 000 g/mol y una masa molar media en peso de 31 000 g/mol (incertidumbres de
medicién +/- 2 000 g/mol).

[0098] Para el tercer retenido (E6), procedente de los puntos de corte 5 000 y 15 000 g/mol, las masas molares
medias en niumero y en peso son respectivamente de 4 000 y 5 000 g/mol con una incertidumbre de medicion de
+/- 1 000 g/mol.

[0099] Las incertidumbres de medicion se deben a la escasa sefial de dispersion de la luz debido a las escasas
masas molares.

[0100] El resto de los resultados obtenidos se enumeran en la tabla de la figura 1.
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[0101] En esta tabla, MS corresponde a la masa seca recuperada. El término «cenizas/MS» corresponde al
contenido de cenizas en relacién con la materia seca de la muestra.

[0102] El contenido de materia seca se determina por secado en horno en las siguientes condiciones 16 horas a
un minimo de 103 °C.

[0103] El contenido de cenizas se determina por tratamiento de la muestra en un horno de mufla en las
siguientes condiciones; gradiente de temperatura (103 °C, 550 °C, 700 °C) durante 20 h.

[0104] El término «Prot» se refiere al porcentaje de proteinas dosificadas mediante el método de Kjeldahl.

[0105] La columna «Urdnicos» permite ilustrar la cantidad de &cidos urénicos recuperados, dosificados por
colorimetria.

[0106] El porcentaje de oligosacaridos de cada una de las muestras se puede determinar sustrayendo el
porcentaje de azUcares libres del porcentaje de azlcares total.

[0107] Cabe destacar que el porcentaje de acidos urdnicos en las muestras analizadas es escaso,
preferiblemente inferior a 12 % y, mas preferiblemente aln, inferior a 5 %, y esto especialmente en las fracciones
de interés E4 y E6.

[0108] Ademas, después del analisis de los perfiles de oligosacaridos en las diferentes muestras (resultados no
mostrados), se demuestra que, en el segundo y el tercer retenido, que constan de la mezcla de oligosacaridos de
interés, las cadenas de oligosacéaridos presentan poca ramnosa.

[0109] De hecho, las cadenas osidicas ionizadas que constan de ramnosa y de &cidos urdénicos se ven poco
afectadas por la hidrélisis, hecho por el cual la mezcla de oligosacaridos presenta pocas de estas moléculas.

[0110] De esta manera, ventajosamente, la fraccion neutra de los oligosacaridos, que constituye la fraccion méas
activa, es la méas afectada por la etapa de hidrdlisis del método segun la invencion.

[0111] También se ha analizado el perfil de oligosacéaridos en las muestras. Se ha encontrado que el porcentaje
de oligosacaridos en cada una de las muestras esta comprendido entre 40 % y 80 % en masa con relacién al
peso total de dicha muestra.

[0112] Asimismo, se ha demostrado que las cadenas de los oligosacaridos presentes en las muestras
comprendian en particular las siguientes osas: fucosa, arabinosa, galactosa, glucosa y xilosa.

[0113] Efectos de las fracciones de oligosacaridos en las células cutaneas.

[0114] Se han analizado las diferentes muestras E1 a E7 para evaluar sus efectos, en particular en las células
que intervienen especialmente en los procesos de reparacién cutanea.

Ejemplo 3: Ausencia de citotoxicidad de las fracciones obtenidas en los fibroblastos y en los queratinocitos

[0115] Se pusieron en cultivo in vitro fibroblastos dérmicos y queratinocitos epidérmicos procedentes de pieles
adultas (fragmentos de pieles obtenidos durante intervenciones quirdrgicas o cultivos celulares comerciales
(Lonza®, Suisse)). Los experimentos se realizaron en células en cultivos primarios para acercarse lo maximo
posible a las condiciones existentes in vivo.

[0116] Los estudios llevados a cabo en estos cultivos celulares han permitido demostrar que, hasta una
concentracién del orden de 5mg/mL de oligosacaridos, las muestras que constan de oligosacaridos procedentes
de semillas de lino no son citotdxicos para las células de tipo fibroblastos dérmicos o queratinocitos epidérmicos.

[0117] Los resultados obtenidos se pueden ver en los histogramas de la figura 2 adjunta. Esta ilustra el nimero
de células vivas, representado por la absorbancia a 450 nm en ordenadas, cuando las células estan en presencia
de las diferentes fracciones de oligosacaridos.

[0118] M&s en concreto, las fracciones analizadas son el hidrolizado E1 (figura 2A), el segundo retenido E4
(figura 2B, fraccién que comprende los oligosacaridos cuyas masas molares estdn comprendidas entre los
puntos de corte de ultrafiltracién de 15 000 y 50 000 Da) y el retenido E6 (figura 2C, fraccién que comprende los
oligosacaridos cuyas masas molares estan comprendidas entre los puntos de corte de ultrafiltracién de 5 000 y
15 000 Da).

[0119] Estas fracciones se analizaron en diferentes concentraciones (0,5; 1,0; 2,0 y 5,0 mg/mL) en fibroblastos
dérmicos humanos adultos cultivados in vitroy que alcanzaron la confluencia. El control corresponde a la
citotoxicidad del medio de cultivo solo y el control citotdéxico corresponde a células cultivadas en fenol (0,1 %).

[0120] Para evaluar la citotoxicidad de las diferentes muestras en las células se utiliza la prueba WST-1.
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[0121] Los resultados muestran que las muestras analizadas no son citotdxicas para las células, y no conllevan
danos, por una parte, en los fibroblastos y, por otra parte, en los queratinocitos (resultados no mostrados) hasta
una concentracion de oligosacaridos de 5 mg/mL.

[0122] Ademas, otros experimentos llevados a cabo han demostrado que no habia efectos nocivos como
consecuencia de la exposicién de fibroblastos y queratinocitos a fracciones de oligosacaridos que presentaban
una concentracion de 1 mg/mL durante un periodo de 48 h (resultados no mostrados).

Ejemplo 4: Efecto de las fracciones de oligosacaridos en la proliferacion de los fibroblastos

[0123] Se ha demostrado que, ademas de no tener efectos citotoxicos en las células, los oligosacéaridos
procedentes de semillas de lino y obtenidos segun el método de la invencidn permiten una estimulacion eficaz de
la proliferacion de los fibroblastos dérmicos.

[0124] El efecto positivo de los oligosacaridos neutros de semillas de lino en los fibroblastos se ilustra en la figura
3. Las células se expusieron a fracciones de oligosacaridos que presentaban una concentracién de 1 mg/mL, y la
proliferacién de los fibroblastos se midi6 mediante la prueba WST-1 a diferentes tiempos de exposicion (24 h,
48 hy 72 h).

[0125] Los resultados muestran que las fracciones de oligosacaridos analizadas inducen un aumento de la
proliferacién de los fibroblastos dérmicos. La estimulacion de la proliferacion es ain mas marcada después de
48 h 0 72 h de incubacion de las células en presencia de los oligosacaridos procedentes de las semillas de lino.

[0126] También se han llevado a cabo estudios sobre la proliferacion de los fibroblastos en funcién de la
concentracién de las fracciones de oligosacéaridos. Los resultados (no mostrados) permiten observar que la
estimulacion de la proliferacion se observa desde 0,5 mg/mL para las muestras E4 y EB6.

Ejemplo 5: Efecto de los oligosacaridos neutros de semillas de lino en el quimiotaxismo

[0127] También se ha demostrado que los oligosacaridos neutros procedentes de semillas de lino obtenidos
mediante el método de la invencion presentan una importante actividad quimiotactica en los fibroblastos. Este
efecto resulta particularmente ventajoso para la reparacion tisular.

[0128] Para ello, se cultivaron fibroblastos dérmicos humanos adultos in vitroen insertos Transwell® que
comprendian una membrana, incubandose dichos fibroblastos durante 24 h en presencia o en ausencia (control)
de diferentes muestras que comprendian oligosacaridos procedentes de semillas de lino a una concentracion de
1 mg/mL.

[0129] Se evalué el quimiotaxismo de los fibroblastos dérmicos mediante un recuento del nimero de células que
atravesaban la membrana del inserto.

[0130] Los resultados, visibles en la figura 4, muestran claramente que los oligosacaridos neutros de lino,
obtenidos mediante el método segun la invencion, inducen un aumento del quimiotaxismo de los fibroblastos
dérmicos. Otros experimentos llevados a cabo permitieron demostrar que el efecto quimiotactico es visible a una
concentracién muy baja de oligosacaridos (0,5 mg/mL), aumentando este efecto quimiotactico con
concentraciones mas elevadas de oligosacaridos. Los resultados se ilustran en la figura 5.

Ejemplo 6: Efecto de los oligosacaridos de semillas de lino en la migracion celular

[0131] Se midié la migracién celular de los fibroblastos dérmicos a lo largo del tiempo en presencia y en ausencia
de oligosacaridos neutros procedentes de semillas de lino y obtenidos mediante el método segun la invencién.
Se analizaron los fibroblastos de estos compuestos y se siguié su migracion a lo largo del tiempo.

[0132] Los resultados se ilustran en la figura 6. Se cultivaron fibroblastos dérmicos humanos adultos in vitro en
insertos Ibidi® que permitian implementar las condiciones de una herida artificial.

[0133] Se incubaron los fibroblastos en presencia de una concentracion de oligosacaridos de 1 mg/mL y se
siguid la migracion de las células durante 48 h mediante un videomicroscopio. De esta manera, se reconstruyo la
trayectoria de las células.

[0134] Resulta claramente visible que las fracciones de oligosacaridos, obtenidas por la implementaciéon del
método segun la invencion y que presentan oligosacaridos neutros con masas molares resultantes del
fraccionamiento por ultrafiltracién a un punto de corte entre 5000 y15 000 Da y entre 15 000 y 50 000 Da,
permiten una migracién celular importante, lo que induce a un cierre mucho mas rapido de una herida artificial in
vitro.

Ejemplo 7: Efecto de los oligosacaridos de semillas de lino en la sintesis de colageno de tipo Il y de tipo IV
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[0135] En el presente documento se ha demostrado que las fracciones que constan de oligosacéaridos neutros
procedentes de semillas de lino conllevan un aumento significativo de la sintesis de colageno y, sobre todo, del
colageno de tipo Il que es sintetizado en primer lugar durante la reparacion tisular por los fibroblastos.

[0136] Se cultivaron fibroblastos dérmicos humanos adultos in vitro y se activaron durante 24 h (figura 7A) y 48 h
(figura 7B) en presencia y en ausencia de fracciones de oligosacéaridos procedentes de semillas de lino,
presentando estas una concentracion de 1 mg/mL. Se recuperaron los sobrenadantes de cultivo, y se determin6
la cantidad de colageno de tipo Il mediante una dosificacién con ayuda de un kit comercial ELISA.

[0137] Se pueden ver los resultados de la sintesis de colageno de tipo Il en la figura 7.

[0138] Esta figura ilustra que las muestras que constan, por una parte, de oligosacéaridos neutros con masas
molares resultantes del fraccionamiento por ultrafiltracién a un punto de corte entre 5 000 y 15 000 Da y, por otra
parte, entre 15 000 y 50 000 Da, obteniéndose dichas muestras mediante el método segun la invencién,
permitiendo un aumento significativo de la sintesis de colageno de tipo Il por los fibroblastos.

[0139] Otros experimentos llevados a cabo también han permitido demostrar que los oligosacéaridos neutros
procedentes de semillas de lino permiten un aumento de la sintesis de colageno de tipo IV por los fibroblastos.

[0140] De forma mas precisa, se cultivaron fibroblastos dérmicos humanos in vitro hasta la confluencia, después
se incubaron las células durante 24 h con diversas muestras, en particular, con las fracciones de oligosacaridos
correspondientes al segundo y al tercer permeado y obtenidas mediante la implementacién del método segun la
invencion. La concentracién de las fracciones es de 1 mg/mL.

[0141] A continuacion, se recuperaron los sobrenadantes de cultivo y se analizé el colageno IV en el
sobrenadante y en la capa celular.

[0142] Los resultados, ilustrados en la figura 8, muestran que las fracciones de oligosacéaridos, extraidos de un
fraccionamiento por ultrafiltracién a un punto de corte comprendido entre 15 000 y 50 000 Da vy, por otra parte,
entre 5 000 y 15 00 Da, son aptos para activar la sintesis de colageno |IV. Este efecto resulta particularmente
ventajoso, puesto que el colageno IV constituye uno de los componentes esenciales de las membranas basales y
la sintesis de este componente tiene tendencia a disminuir durante el envejecimiento.

Ejemplo 8: Efectos de los oligosacaridos neutros procedentes de semillas de lino en la sintesis de los pequefios
proteoglicanos

[0143] Los compuestos denominados proteoglicanos y, en particular, los SLRP (Small Leucine-Rich
Proteoglycans), desempefian un papel importante en la regulacion de la actividad celular y en la organizaciéon de
las propiedades funcionales de la piel.

[0144] En particular, la decorina y el lumican son proteoglicanos importantes. La decorina es abundante en las
pieles adultas y desempefia un papel primordial en la regulacién de la homeostasis. La cantidad de decorina en
la piel aumenta con la edad. Por el contrario, la cantidad de lumican tiene tendencia a disminuir con la edad. El
lumican desempefia un papel en la preservacion de las propiedades funcionales de la piel.

[0145] Se llevaron a cabo experimentos para determinar el impacto de los oligosacaridos neutros procedentes de
semillas de lino, y obtenidos mediante el presente método, en la sintesis de estos pequefos proteoglicanos.

[0146] Se cultivaron los fibroblastos durante 24 h en presencia de oligosacaridos neutros procedentes del lino a
una concentracion de 1 mg/mL.

[0147] Después, se extrajeron los ARN de los fibroblastos y se procedié a realizar una serie de RT-PCR para
evaluar la expresién de los genes que codificaban la sintesis de la decorina y del lumican. La expresion del gen
de GAPDH sirve de control positivo.

[0148] Los resultados se ilustran en la figura 9 adjunta. Muestran que los oligosacaridos neutros procedentes del
lino permiten inducir una disminucién de la sintesis de decorina por los fibroblastos dérmicos, mientras que, por
el contrario, la expresion del lumican aumenta.

[0149] En consecuencia, poner en contacto una piel envejecida con oligosacaridos neutros, obtenidos mediante
el presente método y con masas molares resultantes del fraccionamiento por ultrafiltracién a un punto de corte
entre 5000 y 15 000 Da o entre 15 000 y 50 000 Da, permite acercarse al fenotipo de una piel méas joven.

Ejemplo 9: Efectos de los oligosacaridos neutros procedentes de semillas de lino en los queratinocitos

[0150] Se ha observado, por microscopio 6ptico, que las fracciones que constan de los oligosacaridos neutros
procedentes de semillas de lino presentan un efecto positivo en los queratinocitos epidérmicos.
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[0151] En particular, los oligosacaridos neutros inducen una diferenciacion de los queratinocitos, estando esta
caracterizada mas particularmente por un cambio de morfologia.

[0152] Las observaciones con el microscopio se confirmaron mediante experimentos de inmunocitoquimica, en
los que se utilizaron diferentes marcadores de diferenciacion, como involucrina, marcador de la capa granulosa,
o incluso filagrina y loricrina, marcadores de la capa cornea de la epidermis (resultados no mostrados). La
aparicion de estos marcadores en los queratinocitos es estimulada en gran medida por los oligosacaridos neutros
obtenidos mediante el método segun la invencién.

[0153] La estimulacion de la diferenciacion de los queratinocitos es beneficiosa para la piel, puesto que aumenta
su proteccién contra las agresiones externas.

[0154] Por supuesto, la invencion no esté limitada a los ejemplos ilustrados y descritos anteriormente, los cuales
pueden presentar variantes y modificaciones sin alejarse, no obstante, del alcance de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Método de obtenciéon de una mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino, presentando
dichos oligosacaridos masas molares elevadas, estando dicho método caracterizado por que consta de las
siguientes etapas:

- se lleva a cabo una hidrélisis con pH acido de una solucion de mucilago de lino, obteniéndose esta
Ultima por extraccion de semillas de lino en un solvente, realizandose dicha hidrélisis con un pH de 2, a
una temperatura del orden de 80°C, durante un periodo de 24h;

- se neutraliza dicha solucién afiadiendo una base en una cantidad adecuada;

- se realiza una primera ultrafiltracion de la solucién a través de una membrana de porosidad 50 000 Da,
para obtener un primer retenido y un primer permeado;

- se realiza una segunda ultrafiltracion de dicho primer permeado a través de una membrana de porosidad
15 000 Da, para obtener un segundo retenido y un segundo permeado;

- se realiza una tercera ultrafiltracién de dicho segundo permeado a través de una membrana de
porosidad 5 000 Da, para obtener un tercer retenido y un tercer permeado;

- se mezcla el segundo retenido y el tercer retenido para obtener dicha mezcla de oligosacaridos,
constando dicho segundo retenido de oligosacaridos con masas molares resultantes del fraccionamiento
por ultrafiltracién a un punto de corte comprendido entre 15 000 et 50 000 Da, y constando dicho tercer
retenido de los oligosacéaridos con masas molares resultantes del fraccionamiento por ultrafiltracién a un
punto de corte entre 5 000 y 15 000 Da.

2. Método segun la reivindicacién anterior caracterizado por que la extraccion de semillas de lino se realiza en
un solvente acuoso.

3. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado por que se neutraliza dicha
solucion de mucilago anadiendo, en una cantidad adecuada, una base fuerte seleccionada de entre el grupo que
comprende al menos hidréxido de bario e hidréxido de sodio.

4. Mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino obtenida por la implementacion del método
segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que dicha mezcla consta de
oligosacaridos con masas molares resultantes de un fraccionamiento por ultrafiltracién a un punto de corte
comprendido, por una parte, entre 15 000 y 50 000 Da vy, por otra parte, entre 5 000 y 15 000 Da.

5. Mezcla de oligosacéaridos neutros extraidos de semillas de lino segun la reivindicacion 4, caracterizada por
que consta de oligosacéaridos cuya cadena comprende al menos fucosa y/o arabinosa y/o galactosa y/o glucosa
y/o xilosa.

6. Mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino segun las reivindicaciones 4 o 5, caracterizada
por que dicha mezcla consta de un indice bajo de oligosacaridos cuya cadena comprende ramnosa y un indice
bajo de acidos uroénicos.

7. Utilizacion de una mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino segin una de las
reivindicaciones anteriores, para luchar contra los efectos del envejecimiento cutaneo.

8. Utilizacion de una mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino segun la reivindicacion 7,
para estimular la proliferacion de los fibroblastos.

9. Utilizacién de una mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino segun la reivindicacién 7,
para estimular el quimiotaxismo de los fibroblastos.

10. Utilizacion de una mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino segun la reivindicacion 7,
para estimular la migracion celular de los fibroblastos.

11. Utilizacion de una mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino segun la reivindicacion 7,
para estimular la sintesis de colageno de tipo Il y/o de tipo IV por los fibroblastos.

12. Utilizacion de una mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino segun la reivindicacion 7,
para estimular la sintesis de lumican y para inhibir la sintesis de decorina por los fibroblastos.

13. Utilizacion de una mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino segun la reivindicacion 7,
para inducir la diferenciacion de los queratinocitos.
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14. Composicion dermatolégica o cosmética que comprende una mezcla de oligosacaridos neutros segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y al menos un vehiculo cosmética o dermatolégicamente aceptable.

15. Composicion dermatolégica o cosmética segun la reivindicacion anterior, en la que la concentracion de
oligosacaridos neutros esta comprendida entre 0,1 y 5 mg/mL.

16. Composicion dermatolégica o cosmética segun las reivindicaciones 14 o 15, caracterizada por que se
presenta en forma de una crema, de un gel, de una locién, de un sérum, de una espuma o de una pomada.

17. Composicion dermatol6gica o cosmética segun una de las reivindicaciones 14 a 16, destinada a aplicarse
sobre la piel 0 en las faneras.

18. Mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino segun una de las reivindicaciones 1 a 6, para
su utilizacién como medicamento.

19. Mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino para su utilizacién segun la reivindicacion
anterior para favorecer la cicatrizacion de los tejidos, en particular, en las Ulceras cronicas o después de una
intervencion quirargica.

20. Mezcla de oligosacaridos neutros extraidos de semillas de lino para su utilizaciéon segun la reivindicacion 18
para favorecer la reparacion tisular cutanea, en particular la cicatrizacion de una herida.

14



ES 2747 628 T3

- o Cenizas/: Sulfatos/!Azlcares Azlcares | . Bario/
Muestras Codigo | MS (%) MS Prot/MS MS toUMS llibres/MS Urénicos/MS MS
Tras hidrélisis, neutralizado, £1 681% | 080% | tt48m | 021% | TAE0w | W4Sem 1.21% 9,28
centrifugado
Retenido S0 kD, centrifugado| g5 s7 | 530 380% | OO1% | K70 | 6.70% £, 24% .72
(sobrenadante) ‘ ’ ' :
Permeado 50 kD, concentrado| & g | L0 8.36%
Retenido 15 kD, concentrado | “E&~ R
Permeado 15 kD, concentrado|  E*
Retenido 5 kD, concentrado LEES
Permeado 5 kD, concentrado E?
FIG. 1
£ [
c e
s 7 7 7
¢ g T % /
© / //:7"
o 2 ¢
o
c . / /
g % /% / /
[7] 3
T e g / / /
“ ' A . /{fé : ﬁ , /;//; .
Control Hidrolizado 0,5 Hidrolizado 1 Hidrolizado 2  Hidrolizado 5 Fenol
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
A
el T . ¥
g | !gfj %
5 ’
G R . / / / y
S !’/ / / /
3 g
f=
PR S . % / / /
: A
(73 ?
2 ; !
3 / % % T
Control Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion Fenol
comprendida comprendida comprendida comprendida
entre 50 000  entre 50 000  entre 50 000  entre 50 000
y 15 000 y 15 000 y 15 000 y 15000
B 0,5 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL 5 mg/mL

15




ES 2747 628 T3

{E

NN

AR

Control Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion Fenol
comprendida comprendida comprendida  comprendida
entre 15000 entre 15000 entre 15000 entre 15 000

y 5000 v 5000 y 5000 y 5000
C 0,5 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL 5 mg/mL
FIG. 2
£
c . ¥
8 bR = b3 I
SR 5 - : ] e
7 ) — A
S s YA CEZ Ay
9 sne- S T R S ? £ — A1
2wl A0 T mmm = mm
RS L 7177 7 S— O 71 71 7 71 B— 7 7
! S -
O P (oQQ
& N
& ®&i R ';320@01 oY
e°Q® & \@\6 S
,\‘00 0@ & .\'o\\
* &b \‘00 000
& & ‘\’\@6) <
P ¢
&
T2h

16



200

R R e

b Ak ek ek

o Dot e O

(el Rra ey o Je J

)
]
k-]
]
£
2
£
0
]
E]
@
o
o
-]
o
2
]
£
S
=

e R Y o]

FIG. 4

Numero de células migradas

FIG. 5

ES 2747 628 T3

777/mu

Ak

|

|

T T T T

— iy

control hidrolizado-.  fraccién fraccion fraccion fraccion
superiora comprendida comprendida inferior a
50 000 entre 50 000 entre 15 000 5000
y 15 000 y 5000
NN\
‘ L‘?\\ , R RN
control fraccion fraccion fraccion

comprendida

comprendida comprendida

entre 50000y entre 50000y  entre 50 000 y

15 000 15 000 15 000
0,5 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL

17

© B 58 E



ES 2747 628 T3

180
160
140 N
(@]
O 1
o
O im
m
80
=
& fraccion superior a
&0 fraccié i 50 000
g # fraccién comprendida entre 50 000 y 15 000I
O 40 1% fraccion comprendida entre 15 000 y 5 000
< 30 1| # control
¥ hidrolizado
0 . ~
a a0 100 150 200
'COORDENADAS X
FIG. 6
4%
- D XXX
W
2
c 8
:©
c
Q &
Q &%
c
o
o
L= B
control hidrolizado fraccion fraccion fraccion
superior a comprendida comprendida
50 000 entre 50000y entre 15000y
15 000 5000
A
A
44
s
-
E yog
21 eE
:5 w0
o
g =
T
@
2 i
o
o
s
N - I
control hidrolizado fraccion fraccion fraccion
superior a comprendida comprendida
50 000 entre 50 000y entre 15000 y

FIG. 7

15000

5000

18

250

300

350



ES 2747 628 T3

Sobrenadantes = Capa celular

Control Hidro-  Fraccién — Fraccion  Control  Hidro-  Fraccion  Fraccion

lizado compren-- compren- lizado compren- compren-
dida entre  dida entre dida entre dida entre
50000y 15000y 50000y 15000y
15000 5000 15000 5000
FIG. 8

Lumican

Decorina

GAPDH

control Hidro- Fraccion Fraccion
lizado compren- compren-
dida entre dida entre
50000y 15000y
15 000 5000

FIG.9

19



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

