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DESCRIPCION
Proceso para la preparacion de mezclas de alta pureza de factores proteinicos procedentes de calostro bovino

[0001] La presente invencién se refiere a un proceso para la preparacion de mezclas de factores proteinicos
procedentes de calostro bovino y a las mezclas de factores proteinicos procedentes de calostro bovino obtenidas de
este modo, a las composiciones relativas que comprenden dichas mezclas y a dichas mezclas para usos
terapéuticos.

[0002] Se sabe que muchos fluidos biol6gicos de origen animal tales como el suero, la placenta y el calostro
contienen factores proteinicos esenciales tales como citocinas, factores de crecimiento, factores quimiotacticos,
factores del complemento y otros componentes. Estan presentes en diferentes concentraciones en los fluidos
biolégicos de todos los mamiferos dependiendo de la especie, la raza y el origen geografico.

[0003] La leche y el calostro de origen bovino (vacas Holstein y Frisias), ademas de ser productos seguros, son
particularmente ricos en estos factores, que son, especialmente, lactoferrina, transferrina, IFNy, TNFa, TGFB1, IGF-
1, inmunoglobulinas (IgG, IgM e IgA), IL-2 y factores del complemento C3A y C4A.

[0004] La concentracion de dichos factores en el calostro alcanza su maximo 24 horas después del parto para
disminuir significativamente; es absolutamente preferible recoger el calostro, dentro de las primeras 6 horas después
del parto.

[0005] Estos factores son los mismos aislables del sobrenadante del cultivo de células madre, por tanto, se han
propuesto varias aplicaciones terapéuticas de los extractos o las fracciones aisladas del calostro de mamiferos,
como tratamiento alternativo a la costosa y dificil terapia con células madre (para una revisién de estos usos clinicos,
véanse las referencias [1] y [2]).

[0006] Sin embargo, dicho proceso de extraccién a partir de fluidos bioldgicos de origen bovino muestra diferentes
elementos criticos porque se aplican a un producto heterogéneo tal como la leche o el calostro.

[0007] Entre los principales inconvenientes existe la necesidad de eliminar preliminarmente las caseinas que
pueden ser responsables de fendmenos alérgicos u obstaculizar el aislamiento de otras proteinas deseables que son
mas pequefas y menos abundantes. Las caseinas se retiran tradicionalmente mediante coagulacion (precipitacion) y
posterior filtracién.

[0008] Otro elemento critico es la presencia de azucares reductores, tales como, por ejemplo, glucosa y lactosa,
que pueden crear aductos covalentes con los constituyentes proteinicos, con la consiguiente pérdida de la
funcionalidad de la proteina e inducciéon de respuestas perjudiciales. La reaccién objeto prevé, como primera etapa,
la formacién de una base de Schiff mediante condensacién del resto carbonilo del azdcar reductor con el resto amina
primaria de la lisina o con el grupo amina terminal de la proteina. Una vez formada, la base de Schiff se reorganiza
espontaneamente, con la formacién de aductos estables (reaccion de Maillard). Ademas, los azlcares pueden
experimentar un proceso oxidativo con la formacioén de especies reactivas de carbonilo tales como, por ejemplo,
glioxal, metilglioxal y desoxiglucosona, capaces de reaccionar con los sitios nucledéfilos de las proteinas (histidina,
lisina, arginina, cisteina) formando de este modo una mezcla heterogénea de productos de reaccién entre los que se
encuentran derivados de carboxilisina, carboxicisteina e imidazolina. Los nombres de las proteinas modificadas por
los azlcares reductores o por sus productos de degradacién derivan de los productos de glucacion avanzada o AGE
(productos finales de glucacién avanzada, del inglés Advanced glycation end products, ref. [3]).

[0009] La formacion de proteinas modificadas, que se induce adicionalmente mediante reduccién de azlcares,
también es promovida por los productos de oxidacion lipidica.

[0010] Mas en detalle, la degradacion oxidativa de los lipidos y, en particular, de los acidos grasos poliinsaturados
(AGPI), implica la formacion de especies reactivas de carbonilo (ERC) tales como, por ejemplo, los aldehidos alfa y
beta-insaturados (hexenal, hidroxinonenal, acroleina), los dialdehidos (malondialdehido) y los cetoaldehidos, forman
bases de Schiff y aductos de Michael con los sustratos proteinicos. Los aductos proteinicos formados mediante
adicién covalente de proteinas con compuestos de aldehido generados mediante peroxidacion lipidica se denominan
ALE (productos finales de lipoxidaciéon avanzada, del inglés Advance Lipoxidation End Products, ref. [4])

[0011] La formacién de AGE y ALE dentro de un proteoma complejo como el calostro, puede provocar una
secuencia de respuestas biolégicas potencialmente perjudiciales alterando al mismo tiempo las funciones bioldgicas
de las mismas proteinas. Mas en particular, cuando la proteina originalmente bioactiva se modifica covalentemente
con la formacién de AGE y ALE, su funcion biol6gica se ve comprometida de manera irreversible y esto puede
deberse a diferentes mecanismos, como la conformacion alterada, la alteracion covalente del sitio activo y la
formacion de agregados. Los AGE y los ALE que inducen adicionalmente la pérdida de funcionalidad, son
potencialmente dafinos ya que pueden ser inmundgenos y actuar como agonistas del receptor RAGE induciendo
procesos inflamatorios y fibréticos, asi como también inducir el resultado del proceso oxidativo mediante la
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activacion de la NADH oxidasa (véanse las referencias [5], [6]).

[0012] La formacién de AGE y ALE en el calostro, la leche y los derivados de los mismos (por ejemplo, la leche en
polvo y de almacenamiento a largo plazo) es impulsada por la exposicion al aire, la temperatura y el
almacenamiento. La presencia de AGE y ALE en dichas matrices se evalia directamente mediante diferentes
métodos analiticos, tales como, por ejemplo, andlisis inmunoquimico (transferencia Western y ensayos ELISA) y
espectrometria de masas ([7], [8]).

[0013] Un marcador bien conocido de la formacion de AGE que puede evaluarse rutinariamente esté representado
por la furosina (o e-furoilmetil-lisina), que es un producto de hidrélisis acida de AGE:

Furosina

[0014] Ambas solicitudes de patente internacionales W0O2013/098331 y W02013/098333 (referencias [9], [10])
desvelan un proceso para la produccion de mezclas de factores biolégicos procedentes de calostro bovino. Sin
embargo, el proceso desvelado no prevé ninguna etapa de reduccién del contenido de lactosa inicialmente presente
en el calostro, evitando de este modo la formacién de AGE en el producto final.

[0015] Ademas, el contenido de caseina se reduce mediante el paso a través de una membrana de ultrafiltracion
ceramica de 300.000 Da. La criticidad méas extrema de una operacién de este tipo se ha observado a partir de un
experimento a escala piloto, que en presencia de un producto altamente heterogéneo (con un contenido de grasa
derivado de una etapa de centrifugacion operada a una temperatura de 20-25 °C) conduce a una reduccion tangible
de la permeacién de las proteinas activas, con la consiguiente reduccién del rendimiento final.

[0016] EI documento WO2011/064114 (ref. [11]) desvela un proceso para obtener una mezcla de factores
bioldgicos derivados de calostro bovino (raza Holstein y Frisia) a través de una etapa inicial de microfiltracién con un
punto de corte molecular de 2-6 micrometros que permite la separacién de grasas y proteinas de gran tamano, tales
como caseinas y lactoalbuminas, de las proteinas séricas solubles, tales como los factores biol6gicos de interés.
Como se esboza en el mismo documento, la eficacia de dicha extraccion puede reducirse considerablemente debido
a la formacién de capas de caseinas lipidicas y coloidales sobre la superficie de la membrana de microfiltracién con
la consiguiente obstruccion de los poros de la propia membrana y la pérdida de factores activos que podrian
permanecen retenidos en el retenido (véase la pagina 19, documento W0O2011/064114). Ademas, la etapa de
microfiltracién permite la retirada de la fraccion de lactoalbimina, asi como las fracciones lipidicas y de caseina.
Como la lactoalbumina tiene un peso molecular de 14,2 KDa, esto significa que también se eliminaran otras
proteinas activas, por ejemplo, IGF (7,5 kDa), EGF (9 kDa), IL-17 (14 kDa) que muestran un peso molecular del
mismo orden de tamafo o inferior al de la lactoalbdmina. A continuacién, el permeado obtenido en la etapa de
microfiltracién se concentra mediante nanofiltracién tangencial a través de una membrana que tiene un punto de
corte molecular de 400 Da. De todos modos, el punto de corte molecular empleado no seria adecuado para el paso
de lactosa en el permeado. Por tanto, en todo el proceso de extraccidon de acuerdo con el documento
WQ02011/064114 no desvela ninguna etapa de reduccion del contenido de lactosa y, en consecuencia, de la
formacion de AGE. El documento W0O2012087165 desvela un polvo lacteo enriquecido producido a partir de calostro
bovino en varias etapas, incluyendo cristalizacién para la retirada de lactosa.

[0017] EI documento WO2009135306 desvela otro método para la preparacion de una mezcla procedente de
calostro bovino, que implica etapas de calentamiento y ultrafiltracion.

[0018] En consecuencia, existe un gran interés en el desarrollo de procesos para la extraccion y purificacion de
fracciones de calostro bovino que contengan factores proteinicos sin cambios desde el punto de vista de la actividad
bioldgica y que estén desprovistos de sustancias no deseables, como AGE y ALE.

[0019] Los autores de la presente invencion han desarrollado ahora un proceso para la preparacion de mezclas de
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factores proteinicos procedentes de calostro bovino que tienen un perfil ventajoso de calidad y seguridad, que se
caracteriza en particular por:

1) potenciacién del contenido de factores proteinicos activos en el producto final;
2) contenido reducido de lactosa en el producto final (<1 %);
3) contenido reducido de AGE (furosina) y ALE en el producto final.

[0020] Adicionalmente, el proceso de la invencién puede prever una Unica etapa de eliminacién de los
componentes de caseina y lipidicos con el consiguiente aumento del rendimiento final y la reduccién global del
tiempo de fabricacion.

[0021] Las mezclas de factores proteinicos procedentes de calostro bovino obtenidas de este modo muestran una
inmunogenia reducida, ademas de una mayor concentracion de factores proteinicos activos cuya actividad no se ve
comprometida por los eventos de glucacion y carbonilacion.

[0022] Por tanto, es un objeto de la presente invenciéon un proceso para la preparacion de mezclas de factores
proteinicos procedentes de calostro bovino que comprende las siguientes etapas:

a) dilucién de calostro bovino, desnatado y precipitacion de caseina a un pH comprendido entre 4 y 6;
preferentemente al pH isoeléctrico de la caseina (4,6);

b) centrifugacién para retirar los componentes lipidicos y de caseina, preferentemente a 4000 rpm;

c) concentracion y diafiltracion sobre membrana polimérica con un corte molecular entre 1.000 y 20.000 Da,
preferentemente 4.000 Da, para reducir el contenido de lactosa;

d) ajuste del pH alrededor de la neutralidad (que esta en el intervalo de 6,5 + 1) y centrifugacion, preferentemente
a 8500 rpm;

e) filtracion;

f) llenado de tambores y congelacion;

en donde la etapa c) se repite para obtener un limite de contenido de lactosa del <1 % calculado con respecto al
peso seco, es decir, como concentracion de lactosa por HPLC/peso seco x 100.

[0023] De acuerdo con una realizacion alternativa del proceso de acuerdo con la invencion, es posible prever una
etapa g) de criodesecacion del producto final, una vez congelado.

[0024] Preferentemente, la etapa de filtracion e) comprende una etapa de prefiltracién realizada sobre filtros de
porosidad comprendidos entre 0,5 um y 2 mM, preferentemente de 0,5 pm, para facilitar la filtracién esterilizante
posterior realizada con filtros de porosidad comprendidos entre 0,45y 1 um, preferentemente de 0,2 pm.

[0025] De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, las etapas criticas a) y ¢) del proceso se
realizan en las siguientes condiciones:

a) Dilucién del calostro, desnatado y precipitacion de caseina:

[0026] El calostro se diluye con un volumen de agua (o solucién salina) comprendido entre 0,5 y 100 volimenes,
preferentemente 1-10 volumenes, mas preferentemente 1 volumen. La suspension se calienta entre 10-60 °C,
preferentemente a 38 °C. Después, las caseinas se precipitan cambiando el pH de la suspension entre 4-6,
preferentemente a 4,6 (pH isoeléctrico de la caseina). La precipitacion de caseina va seguida de una etapa de
centrifugacion.

[0027] EI componente de caseina se elimina mediante precipitacion a un pH correspondiente al punto isoeléctrico
de la caseina y después se centrifuga. De esta manera, es posible obtener un sobrenadante con un contenido alto
de factores activos y la consecuente potenciacion del rendimiento final.

[0028] Los factores esenciales presentes en el calostro de partida permanecieron casi sin cambios en el
sobrenadante obtenido después de la centrifugacion que se transporta a la siguiente etapa.

c) Concentracion y diafiltracion sobre membrana polimérica de ultrafiliracion entre 1000 y 20000 Da,
preferentemente 4000 Da:

[0029] En dicha etapa, el calostro anteriormente desnatado desprovisto del componente de caseina, se concentra
en primer lugar y después se somete a dialisis contra agua.

[0030] Esta operacion (diafiltracién o dialisis), junto con el uso de una membrana que tiene un punto de corte
adecuado para el paso de lactosa en el permeado, permite la reduccién hasta el umbral deseado. Dicha operacién
se conduce a conseguir un valor de lactosa en el retenido inferior o igual al 1 % calculado sobre el peso seco, es
decir, como concentracion de lactosa por HPLC/peso seco x 100.
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[0031] La reduccion sustancial del contenido de lactosa permite reducir drasticamente la formacion de AGE en el
producto final asi como el desnatado evita la formacion de ALE.

[0032] Ademas, no habra presencia de polipéptidos ricos en Prolina (PRP) ni acido sialico en el producto final
(limite de deteccién del 1 %) ya que se aislaran mediante la diafiltracién empleando membranas con un punto de
corte de 4 kDa (véase el Ejemplo 5).

[0033] Es un objeto adicional de la presente invencién una mezcla de factores proteinicos procedentes de calostro
bovino que tenga un contenido de lactosa del £ 1 % con respecto al peso seco. Dicha mezcla de factores proteinicos
se caracteriza adicionalmente por un contenido proteinico superior al 90 % (calculado mediante el método de
Kjeldahl).

[0034] Ademas, la invencién contempla una composicion farmacéutica que comprende dicha mezcla de factores
proteinicos procedentes de calostro bovino junto con excipientes y/o adyuvantes farmacéuticamente aceptables
adicionales.

[0035] Preferentemente, la composicién farmacéutica anterior es adecuada para la aplicacion tépica o para la
administracion oral.

[0036] Es otro objeto de la presente invencién una composicion farmacéutica para la aplicacién tépica que
comprenda dicha mezcla de factores proteinicos procedentes de calostro bovino junto con excipientes y/o
adyuvantes farmacéuticamente aceptables adicionales, para el tratamiento de afecciones patoldgicas que requieren
la reparacién o regeneracion de tejidos.

[0037] De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, las afecciones patolégicas anteriores
comprenden Ulceras o lesiones cutaneas, quemaduras, lesiones bucales, lesiones corneales, lesiones de la mucosa
nasal, lesiones mediadas por el virus del herpes y cicatrizacion de heridas.

[0038] Las composiciones farmacéuticas para la aplicacion tépica de acuerdo con la invencion estan
preferentemente en forma de crema, pomada, polvo, gel, locion, enjuague bucal, tampdn, parches transdérmicos.

[0039] Por ultimo, la invencién se refiere a un complemento dietético que comprende la mezcla de factores
proteinicos procedentes de calostro bovino, opcionalmente en asociacién con uno o mas ingredientes adicionales
que son aceptables desde el punto de vista dietético.

[0040] La presente invencion se desvelara ahora con fines ilustrativos pero no limitantes, de acuerdo con una
realizacién preferida con referencia particular a los dibujos adjuntos, en donde:

- La Figura 1 muestra un esquema de flujo del proceso para la preparacion de las mezclas de factores proteinicos
procedentes de calostro bovino de acuerdo con la presente invencion;

- La Figura 2 muestra el analisis por transferencia Western realizado en tres lotes diferentes (Q194/(1)47,
Q194/(1)48, Q194/(1)49) usando anticuerpos policlonales contra carboximetil-lisina y los aductos de
hidroxinonenal (marcador de ALE); como control positivo, se han utilizado albuminas modificadas con HNE
(HNE-BSA) y carboximetil-lisina (CML-BSA);

- La Figura 3 muestra las imagenes de microscopio de campo claro de la evaluacion morfolégica de la monocapa
celular no tratada (panel A), la monocapa celular tratada con Formulacion en Gel 1 (panel B), la monocapa
celular tratada con Formulacion en Gel 2 (panel C);

- La Figura 4 ilustra el modelo murino de Ulceras por presién mediante el uso de imanes colocados externamente
para crear los eventos isquémicos de la lesion por isquemia reperfusion (IR);

- La Figura 5 muestra las imagenes del andlisis macroscépico cutaneo de piel dorsal del grupo de control de
ratones después de 3 ciclos de IR que revelaron la presencia de lesiones cutdneas leves, edema y signos de
necrosis de la epidermis;

- La Figura 6 muestra las imagenes del andlisis histopatoldgico de muestras cutaneas dorsal de los ratones del
grupo de control tefiidas con hematoxilina-eosina;

- La Figura 7 muestra las imagenes del analisis macroscopico cutaneo de piel dorsal del grupo de ratones tratado
con la crema que contenia el extracto de calostro bovino al 4 % de la invencion;

- La Figura 8 muestra las imagenes del andlisis histopatolégico de muestras cutaneas dorsales del grupo de
ratones tratado con la crema que contenia el extracto de calostro bovino el 4 % de la invencion;

- La Figura 9 muestra el analisis por CL-IEN-EM del perfil de PRP en el permeado de la mezcla sin lactosa de
factores proteinicos procedentes de calostro bovino derivado de la etapa de ultrafiltracion y diafiltracion a través
de una membrana de punto de corte de 4000 Da.

Ejemplo 1: Proceso para la extraccion de mezclas de factores proteinicos procedentes de calostro bovino con un
contenido reducido de AGE y ALE
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Material de partida

[0041] Se recoge calostro bovino de vacas Holstein dentro de las primeras 6 horas después del parto.
Posteriormente, se congela y se almacena a -20 °C.

Etapas productivas del proceso

[0042] La Figura 1 muestra un esquema ilustrativo de las etapas del proceso de acuerdo con la presente
invencion, que puede resumirse como se indica a continuacion:

- Dilucién con agua del calostro descongelado (volumen igual)

- Desnatado y precipitacion de caseina en el punto isoeléctrico (pH 4,60)

- Centrifugacion a 4000 rpm con centrifugadora Alfa Laval mod. FL118 para eliminar la grasa y la caseina
precipitadas

- Reduccion del contenido de lactosa: concentracion y diafiltracién en una membrana polimérica de 4000 Da

- AjustedelpHa7,0£0,2

- Centrifugacion a 8500 rpm con centrifugadora Alfa Laval mod. LAB 102 B-25

- Prefiltracion en un filtro de cartucho de 0,5 um vy filtracion en un filtro absoluto de 0,2 um para retirar posibles
microorganismos (es decir, bacterias, mohos y levaduras)

- Envasado

- Congelacion a -20 °C

- Criodesecacion

Dilucién de calostro con agua, desnatado y precipitaciéon de caseina

[0043] Un reactor de acero inoxidable de 250 litros equipado con sistema de agitacion, termostato y sonda para
medir el pH, se llena con 100 kg de calostro bovino (almacenado a -20 °C y descongelado preventivamente a
temperatura ambiente, 20- 25 °C) y se diluye con un volumen de agua potable obteniendo de este modo una
suspension de 200 litros. Dicha suspension se calienta, con agitacion, a una temperatura de 38 + 1 °C. Después de
aproximadamente 1 h, se realiza una precipitacion de caseina mediante acidificacion hasta pH 4,6. Después de 1 h
de agitacion, se realiza una centrifugacion.

Centrifugacién a 4000 rpm para eliminar precipitados de grasa y caseina

[0044] EI reactor se descarga y se realiza una centrifugacion para eliminar todos los precipitados (grasa y
caseinas).

Reduccién del contenido de lactosa y diafiltracién en una membrana polimérica de 4000 Da

[0045] La fraccién transparente separada mediante centrifugadora se concentra usando membranas de
ultrafiltracién con un punto de corte molecular de 4000 Da con el fin de permitir el paso de lactosa al permeado y
retener el componente proteinico en el concentrado.

[0046] EI retenido se concentra hasta un volumen de aproximadamente 1:3 con respecto al volumen inicial;
después de que se realiza una diafiltracion contra agua hasta que se consigue el contenido de lactosa deseado en el
retenido (inferior o igual al 1 % con respecto al peso seco).

[0047] EI contenido de lactosa en la solucion se determina mediante HPLC (Perkin Elmer con columna
Transgenomic ICE SEP lon 300, eluyente de acido sulfarico 0,015 N, temperatura 45 °C, caudal 0,4 ml/min).

Ajuste de pH y centrifugacién a 8500 rpm

[0048] EI pH del retenido diafiltrado se ajusta a la neutralidad, seguido de centrifugaciéon a 8500 rpm con una
centrifugadora Alfa Laval Mod. FL118 para aclarar la solucion antes de la etapa de filtracién.

Prefiltracién de 0,5 um vy filtracién de 0,2 um

[0049] La solucién se filtra con filiros de cartucho absoluto de 0,5 um (es decir, Sartorius, Millipore, Pall, etc.) y, si
es necesario, con filtros de cartucho absoluto de 0,2 um adicionales (es decir, Sartorius, Millipore, Pall, etc.).

Llenado de tambores y congelacién

[0050] EI producto filtrado se transporta directamente al recipiente colector para el almacenamiento u
opcionalmente para la criodesecacion.

Criodesecacién
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[0051] EI producto congelado se somete a un proceso de criodesecacion que comienza a una temperatura de -
50 °C y se detiene a una temperatura de 25-30 °C.

Ejemplo 2: Andlisis cualitativo-cuantitativo del producto final mediante el proceso de la invencion
MATERIALES Y METODOS

[0052] Se han medido dosificaciones de inmunoglobulinas, factores de crecimiento y factores del complemento
mediante ensayo ELISA.

[0053] Para la medicion de los niveles de lactosa y furosina, se realizé un andlisis por HPLC.

RESULTADOS

[0054] Los resultados del analisis realizado sobre el producto criodesecado que deriva de tres lotes diferentes
(Q194/47, Q194/48, Q194/49) obtenidos a través del proceso que se desvela en el Ejemplo 1, se ilustran en la
siguiente Tabla 1.

TABLA 1
Lote Q194/(1)47 | Q194/(1)48 | Q194/(1)49
Lactoferrina pg/mg liéfila 6,7 5,7 9,3
Transferrina pg/mg liéfila 1,1 1,8 1,3
IgA mg/mg lidfila 0,19 0,1 0,13
IgM mg/mg li6fila 0,2 0,3 0,23
IgG mg/mg li6fila 0,6 0,67 0,6
IGF ng/mg li6fila 2,0 0,8 2,2
TGFB pg/mg li6fila 9,8 12,8 20,9
IFN-y pg/mg li6fila 3,2 9,0 2,3
TNFa pg/mg lidfilo 26 66 25
IL-2 pg/mg liéfila 2,3 5,2 2,3
C3A pg/mg liéfila 1,2 2.1 1,1
C4A pg/mg liéfila 1,1 0,7 1,5

[0055] Dicha mezcla de factores proteinicos se caracteriza adicionalmente por un contenido proteinico mayor del
90 % (calculado mediante el método de Kjeldahl).

[0056] Los resultados relativos a las dosificaciones de lactosa y furosina sometidas a ensayo en los tres lotes se
representan en la siguiente Tabla 2.

TABLA 2
Q194/(1)47 Q194/(1)48 Q194/(1)49
Lactosa 0,06 % 0,26 % 0,56 %
Furosina | 42,3 £ 5,7 mg/100 g de proteina | 56,3 + 6,4 mg/100 g de proteina | 55,0 + 6,3 mg/100 g de proteina
[0057] Del andlisis de la Tabla 2 anterior puede inferirse un contenido de lactosa inferior al 1 % y un contenido de

furosina extremadamente reducido.

[0058] Para confirmar adicionalmente la eficacia del proceso propuesto con el fin de reducir la formacion de AGE y
ALE, se ha realizado un andlisis de transferencia Western en los tres lotes anteriores.

[0059] El andlisis prevé la separacién electroforética por SDS-PAGE del proteoma, seguida de transferencia en gel
sobre membrana de nitrocelulosa y posterior identificacion de AGE y ALE usando anticuerpos policlonales anti-
carboximetil-lisina (marcador de AGE) y los aductos de hidroxinonenal (marcador de ALE). Como controles positivos
se han utilizado albuminas modificadas con HNE (HNE-BSA) y carboximetil-lisina (CML-BSA).

[0060] Los resultados representados en la Figura 2 muestran la ausencia de cualquier banda referible a aductos de
proteinas CML y HNE en los tres lotes analizados. Por el contrario, las bandas convencionales son bien visibles.

Ejemplo 3: Evaluaciéon comparativa in vitro de la actividad de cicatrizacion de heridas de una formulacion en gel que
comprende la mezcla de factores proteinicos de la invencion
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[0061] EI fin de este ensayo es comparar la eficacia de formulaciones en gel que comprenden la mezcla de
factores proteinicos de la invencion en la reparacién de heridas simulando esta situacion in vitro haciendo un corte
en monocapas celulares de fibroblastos humanos y después comparando la aproximacién de los bordes del corte en
células tratadas y no tratadas.

MATERIALES Y METODOS

Estirpes celulares

[0062] Se emplearon fibroblastos humanos de estirpe celular de la derma (HuDe) para el ensayo de MTT y fueron
adquiridos por el Istituto Zooprofilattico sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna, Brescia, ltalia.

Control negativo (C-): células HuDe no tratadas.

Control de calidad (CC): control interno que consiste en suero de ternera recién nacido (NBCS) del 15 % con
actividad de cicatrizacion de heridas conocidas. Las células se cultivaron hasta que alcanzaron la confluencia, la
monocapa se lesiond y, por ultimo, las células se cultivaron en un medio que contenia suero de ternera fetal
enriquecido con factores de crecimiento de fibroblastos (15 %).

Formulaciones en gel sometidas a ensayo:

[0063] Se han preparado y sometido a ensayo las siguientes formulaciones en gel con o sin el extracto de calostro
bovino de acuerdo con la invencion.
- Formulacién en Gel 1 con extracto de calostro (codigo interno Al13-003D):

Denominacion INCI % p/p
Agua 89,250
Zumo de hoja de Aloe barbadensis 2,000
Extracto de calostro bovino 1,800
Hidroxietilcelulosa 1,500
Goma de xantano de Chondrus Crispus (carrageninas) 1,100
Policarbéfilo AA1 0,800
Fenoxietanol 0,750
Hidréxido de sodio 0,500
Extracto glicélico de Melissa officinalis 0,500
Benzoato de sodio 0,500
Sorbato de potasio 0,500
Sacarosa 0,300
Sacarina de sodio 0,200
Imidazolidinil Urea 0,200
Aroma 0,100

- Formulacion en Gel 2 (sin principios activos):

Denominacion INCI % p/p
Agua 91,05
Zumo de hoja de Aloe barbadensis 2,000
Hidroxietilcelulosa 1,500
Goma de xantano de Chondrus Crispus (carrageninas) 1,100
Policarbéfilo AA1 0,800
Fenoxietanol 0,750
Hidroxido de sodio 0,500
Extracto glicélico de Melissa officinalis 0,500
Benzoato de sodio 0,500
Sorbato de potasio 0,500
Sacarosa 0,300
Sacarina de sodio 0,200
Imidazolidinil Urea 0,200
Aroma 0,100

Ensayo MTT preliminar

[0064] Con el fin de seleccionar las concentraciones de las formulaciones en gel que han de usarse para el ensayo
comparativo (no concentraciones citotoxicas para las células) también se realizé un ensayo de MTT preliminar de
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cultivos celulares de fibroblastos (Hude).

[0065] Se trataron células con concentraciones a escala de las dos formulaciones en gel con o sin principios
activos (tan bajas como de 1 mg/ml y diluciones posteriores 1:2) y se usaron células no tratadas como control
negativo.

[0066] EI ensayo de MTT se realiza en células tratadas con formulaciones en gel que tienen las siguientes
concentraciones diferentes: 1 mg/ml-0,25 mg/mly 0,15 mg/ml.

[0067] Se extiende un numero adecuado de células en los pocillos (placa de 96 pocillos, 150 pl/pocillo de
suspension celular).

[0068] Una vez que se ha alcanzado una confluencia del 60-70 %, se afiade medio fresco con diluciones a escala
de formulaciones en gel sometidas a ensayo (comenzando a 1 mg/ml y dilucién posterior 1:2).

[0069] La incubacién con las diferentes formulaciones en gel dura toda la noche (24 horas). Después de la
sustituciéon del medio con medio fresco + MTT, las células se incuban durante 3 h a 37 °C. Después, las células se
lavan mas veces para eliminar desechos de solucion de MTT.

[0070] La lectura del fluorimetro se realiza a una longitud de onda de 540 nm.

Simulacién de heridas

[0071] Después de hacer un corte en la monocapa celular de fibroblastos confluentes (simulacion de una herida) a
través del uso de una aguja de jeringa de insulina para simular una herida, las células se trataron con las dos
formulaciones en gel que tenian la concentracién elegida, como control negativo se usaron células no tratadas vy,
como control de calidad interno, un patrén con actividad conocida de actividad de cicatrizacion de heridas.

[0072] Por tanto, se han realizado las siguientes evaluaciones:
- una evaluacién morfoldgica de la monocapa

- ensayode MTT

- dosificacion de interleucina IL8.

Evaluacién morfoldgica

[0073] La evaluacién morfoldgica de la monocapa se realiz6 mediante la obtencion de fotos de microscopio de
campo claro para verificar el adelgazamiento/cierre del corte con el acercamiento/confluencia de los colgajos.

Ensayo de MTT
[0074] El ensayo se bloquea (después de aproximadamente 96 horas) y se realiza un ensayo de MTT para evaluar

la viabilidad de las células. El ensayo de MTT se realiza en células tratadas con concentraciones de opciones de
producto iguales a 1-0,25 mg/ml y 0,15 mg/ml.

Ensayo de IL8

[0075] La dosificacion de la IL8 se realiza en el sobrenadante de las células no tratadas y las células tratadas con
formulaciones en gel que tienen las siguientes concentraciones diferentes 1 mg/ml-0,25 mg/mly 0,15 mg/ml.

RESULTADOS

Ensayo preliminar de viabilidad celular

[0076] Los resultados se proporcionan como Densidad Optica (D.O.) que es proporcional a las células vivas.
Después se calculd el % de viabilidad celular de acuerdo con la féormula:

(muestra de D.O.
promedio)

(control de D.O.
promedio)

*100

[0077] Basandose en los resultados obtenidos, se eligieron concentraciones de 1 mg/ml-0,25 mg/ml y 0,15 mg/ml
en las formulaciones en gel con o sin principios activos para realizar el ensayo de MTT. Las tablas 3 y 4 representan
los resultados de D.O. obtenidos con las Formulaciones en gel 1 y 2 en todo el intervalo de concentraciones
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analizado.

TABLA 3: Formulacién en Gel 1 con extracto de calostro
Muestra (mg/ml) 1 0,5 0,25 0,125 | 0,062 | 0,031 0,015 | 0,0078 | Control negativo

D.O. 0,54 | 0,52 | 0,537 0,55 0,55 0,55 0,49 0,58 0,55
% deviabiidad | 75 | 946 | 971 | 9930 | 994 | 998 | 898 | 10540 100,00
celular
TABLA 4: Formulacion en gel base 2 sin extracto
Muestra mg/ml 1 0,5 | 0,25 | 0,125 | 0,0625 | 0,0312 | 0,0156 | 0,0078 | Control negativo
D.O. 0,54 | 0,56 | 0,56 | 0,57 0,57 0,58 0,60 0,61 0,593

% de viabilidad

celular 91,4 | 950 | 949 | 958 | 959 97,2 | 101,5 | 1029 100

[0078] A partir de la evaluaciéon morfologica se observd un enfoque neto de los colgajos de la monocapa en las
placas tratadas con las diversas concentraciones de Formulacién en Gel 1 en comparacién con las placas con las
células no tratadas y las placas tratadas con Formulacién en Gel 2 (véase la Figura 3, paneles A-C). La Figura 3A
muestra que no se observa ninguna aproximacion de los bordes del corte en la monocapa de células no tratadas; la
Figura 3B muestra que se observa una aproximacion evidente de los bordes del corte con un cierre casi total del
mismo en las células tratadas con Formulacién en Gel 1 (con principios activos); la Figura 3C muestra que se
observa cualquier aproximacioén de los bordes del corte en las células tratadas con Formulacion en Gel 2 (sin
principios activos).

[0079] EIl ensayo de MTT mostr6 un aumento en la viabilidad celular de fibroblastos en las placas tratadas con
Formulacion en Gel 2 para indicar la eficacia de la formulacion base sin principios activos en la nutricion de la célula,
mientras que la viabilidad de fibroblastos en las placas tratadas con Formulacion en Gel 1 demostr6 ser comparable
a la de las células no tratadas, lo que indica la ausencia total de citotoxicidad del dispositivo médico sometido a
ensayo, y demostr6é una modulacién del metabolismo de las células que dio como resultado células sanas y viables y
capaces de reconstruir la monocapa donde se realizé el corte (véase la Figura 3).

[0080] Los resultados del ensayo de MTT se proporcionan como Densidad Optica (D.O. que es proporcional a las
células vivas) y se representan en las Tablas 5 y 6. CC es el control de calidad, que es un control interno con
actividad conocida de cicatrizacion de heridas:

[0081] después se calculd el % de inhibicién de la viabilidad celular de acuerdo con la formula:

(muestra de D.O.

% de inhibicién = 100 - 'E’ggmreodl'gé o) *100
promedio)
TABLA 5: Formulacién en Gel 1
Muestra mg/ml 1 0,25 0,15 Control negativo CC
D.O. promedio 1,419 | 1,473 | 1,648 1,586 2,566
% de vitalidad celular | 89,50 | 92,87 | 103,89 100,00 161,78
TABLA 6: Formulacién en Gel 2
Muestra mg/ml 1 0,25 0,15 Control negativo CcC
D.O. promedio 2,048 1,628 | 1,590 1,586 2,566
% de vitalidad celular | 129,12 | 102,63 | 100,28 100,00 161,78

Evaluacién de la actividad antiinflamatoria

[0082] Los resultados del ensayo de citocinas IL-8 se proporcionan como Densidad Optica (D.O.) y pg/ml, que son
proporcionales a las IL-8 inducidas.

[0083] El % de reduccién de interleucina 8 en las muestras se calcula mediante la siguiente formula:
(muestra de IL8

% =100 - _Pg/ml) *100
(control de IL8 pg/ml)

[0084] La dosificacion de IL8 mostré una disminucion significativa en el % de IL8 a concentraciones de 1 y
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0,25 mg/ml en ambas formulaciones en gel sometidas a ensayo, mostrando, por tanto, una accién antiinflamatoria

comparable sobre los fibroblastos.

[0085] Los resultados se representan en las siguientes Tablas 7 y 8.

TABLA 7: Formulacién en Gel 1

Muestra Control negativo | 1 mg/ml | 0,25 mg/ml | 0,15 mg/ml
D.O. Valor medio 1,9 1,292 1,659 1,755
Valor medio pg/ml 3.064,727 1.959,970 | 2.627,693 | 2.838,670
% de IL8 100 63,95 85,74 92,62
% de reduccioén de IL8 0 36,05 14,26 7,38
TABLA 8: Formulacién en Gel 2
Muestra Control negativo | 1 mg/ml | 0,25 mg/ml | 0,15 mg/mi
D.O. Valor medio 1,9 1,392 1,623 1,779
Valor medio pg/ml 3.064,727 2.140,429 | 2.560,639 | 2.844,373
% de IL8 100 69,84 83,55 92,81
% de reduccion de IL8 0 30,16 16,45 7,19

[0086]

[0087] Los resultados obtenidos han demostrado la eficacia en la cicatrizacién de heridas de la Formulacion en Gel

Estos resultados indican en general que la eficacia de los ingredientes activos del extracto de calostro
presente en la Formulacién en Gel 1 tiene un objetivo diferente que la reduccion de la respuesta inflamatoria.

1, en comparacién con la misma formulacion basica sin principios activos (Formulacion en Gel 2).

[0088]

proteinicos activos presentes en la Formulacion en Gel 1.

Ejemplo 4: Evaluacion del efecto protector del uso tdpico del extracto de calostro bovino de la invencion en un

modelo murino de ulceras por presion
MATERIALES Y METODOS

Formulacioén en crema al 4 % sometida a ensayo:

[0089] Se ha preparado y sometido a ensayo la siguiente formulacion en crema que contiene el extracto de

calostro bovino (4 %) de acuerdo con la invencion.

De hecho, la Formulacién en Gel 2 mostr6 una actividad "nutriente” para los fibroblastos in vitro pero no fue
capaz de estimular la cicatrizacion de heridas (simulacién in vitro cortando la monocapa de fibroblastos cultivados y
sin pruebas de la aproximacion de los bordes del corte), actividad que se debe a la presencia de los factores

Denominacion INCI % p/p
Agua 67,420
Benzoato de alquilo C12-15 5,000
Estearato de glicerilo (y) Estearato de PEG-100 5,000
Calostro PP013 AIM 4,000
Estearato de octilo 4,000
Alcohol cetearilico 3,000
Aceite de Prunus amygadalus dulcis 3,000
Glicerina 3,000
Ciclometicona 2,000
Cera Alba 1,000
Acetato de tocoferilo 1,000
Fenoxietanol 0,750
Octenilsuccinato de almidén de aluminio 0,350
Imidazolidinil urea 0,280
EDTA disodico 0,200

Animales

[0090] Se emplearon ratones hembra CD-1 de 10 semanas de edad (en el nUmero de 8 animales) suministrados

por Charles River, Calco, ltalia. El peso estaba entre 20-25 g al comienzo del ensayo.

11
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Enjaulamiento

[0091] Cada ratén se enjauld en jaulas de 160x270x370 mm durante dos semanas antes del comienzo del ensayo.
[0092] EI control automatico garantiz6 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
[0093] Una planta de acondicionamiento regulé la temperatura ambiente y la humedad.

Limpieza y desinfeccion

[0094] Las jaulas y la sala de alojamiento se limpiaron antes de alojar a los animales, después, la limpieza y la
desinfeccidn se realizaron dos veces por semana.

Alimentacién

[0095] Los animales fueron alimentados a demanda con una dieta granulada convencional, proporcionada por el
Laboratorio Dottori Piccioni (ltalia).

Agua

[0096] A los animales se les proporcioné agua purificada, disponible a demanda y distribuida a través de un
sistema de agua automatico.

[0097] Los animales seleccionados para el estudio se alojaron individualmente en 14 jaulas numeradas.

[0098] Los animales utilizados en el estudio se asignaron aleatoriamente a los diferentes grupos de tratamiento al
comienzo del estudio.

Diseno del estudio

[0099] EI estudio publica el desarrollo de un modelo murino de Ulceras por presion mediante el uso de imanes
colocados externamente para crear los eventos isquémicos de la lesion por isquemia reperfusion (IR).

[0100] Los animales se alojaron individualmente, se les afeité el lomo, se limpiaron con alcohol, la piel se tir6
suavemente hacia arriba y se colocé entre dos placas magnéticas de ceramica redondas que tenian un diametro de
12mm (113 mm? y 5 mm de espesor, con un peso promedio de 2,4 g y fuerzas magnéticas de 1.000 G; Este
proceso crea una presion de compresion de 50 mmHg entre los dos imanes (véase la Figura 4).

[0101] Después, los animales se dividieron en dos grupos como se indica a continuacién:

1) Grupo de control: se realizaron tres ciclos de IR en 3 ratones para iniciar la formacién de Ulceras de decubito.
Un solo ciclo de IR consiste en un periodo de colocacion de los imanes de 12 horas, seguido de una liberacion
de periodo de descanso de 12 horas. Después de los 3 ciclos de IR, los animales se sacrificaron. Grupo B: se
realizaron tres ciclos de IR en cada raton para iniciar la formaciéon de Ulceras de decubito. Se aplicé una
administracion tépica de 200 mg de la crema que comprende extracto de calostro bovino al 4 % de la invencién
sobre los lomos de cada raton el dia anterior al primer ciclo de IR y al final de cada ciclo de compresién.

[0102] Después de los 3 ciclos de IR, los animales se sacrificaron. Se recogieron muestras de piel de cada ratén
del area tratada, se fijaron en formol tamponado con fosfato al 10 % y se incrustaron en cera. Se obtuvieron
secciones de 2 um de espesor y se recogieron en portaobjetos silanizados y se tifieron con hematoxilina-eosina.
Después, las muestras se observaron con un microscopio 6ptico Nikon 80i, equipado con una camara digital.
RESULTADOS

Analisis macroscépico cutadneo

[0103] El analisis macroscoépico cutaneo de la piel dorsal del grupo de control (después de 3 ciclos de IR) revel6 la
presencia de lesiones cutaneas leves, edema y signos de necrosis de la epidermis (véase la Figura 5).

Analisis histopatoldégico

[0104] EI andlisis histolégico de muestras de piel dorsal tefiidas con hematoxilina-eosina mostr6: area ulcerosa
amplia de la epidermis; espongiosis marcada de la capa basal (los puentes intercelulares aparecen muy
prominentes); infiltrado inflamatorio difuso marcado; edema conectivo; hiperemia vascular; presencia de eritrocitos
extravasales (véase la Figura 6).
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2) Grupo B: 3 ciclos de IR + Formulacion en Crema al 4 % al final de cada ciclo de compresién y el dia anterior
al primer ciclo de IR.

Analisis macroscépico cutaneo

[0105] EI analisis macroscopico de la piel dorsal reveld: Ulceras cutaneas con areas necroticas y edema (véase la
Figura 7).

Analisis histopatoldgico

[0106] EI analisis histolégico de muestras de piel dorsal tefiidas con hematoxilina-eosina mostré: area ulcerosa
amplia de la epidermis; cuando la epidermis presente es hiperplasica, sin espesor regular, espongiosis marcada de
la capa basal y presencia de linfocitos; infiltrado inflamatorio difuso marcado; edema conectivo; hiperemia vascular;
presencia de eritrocitos extravasales (véase la Figura 8).

Ejemplo 5: Evaluacion de la presencia de los polipéptidos ricos en Prolina (PRP) en la preparacion que contiene la
mezcla de factores proteinicos procedentes de calostro bovino producida de acuerdo con el procedimiento de la
invencion

[0107] Los polipéptidos ricos en prolina (PRP) contenidos en el calostro bovino son polipéptidos enriquecidos en
prolina (aproximadamente el 22 %) y aminoacidos acidos, aunque son pobres en alanina, glicina, arginina, metionina
e histidina y carecen de triptéfano y cisteina [12].

[0108] Inicialmente, se identificaron PRP, también definidas como Clostrinina (CLN), como una Unica proteina con
un peso molecular de aproximadamente 17-18 kDa. Estudios adicionales permiten una mejor caracterizacion de
PRP que estan hechos de al menos 32 polipéptidos con un intervalo de masa entre 0,5 y 3 kDa [12]. Existen varios
métodos para la purificacion de PRP basados esencialmente en una primera extraccion alcohdlica seguida de
filtracion tangencial que permite la separacién de PRP, caracterizadas por un PM bajo en comparacion con los
componentes proteinicos caracterizados por un PM mayor.

[0109] Por ejemplo, Sokolowska et al. [13] desvelaron un método basado en la extraccion de metanol al 60 %
seguido de diafiltracion usando fibra hueca con un punto de corte de 10 kDa. El filtrado obtenido se concentr6 en
fibra hueca con un punto de corte de 1 kDa.

[0110] A través de andlisis por CL-IEN-EM y ensayo de degradacién de Edman, se identific6 un conjunto de
péptidos pertenecientes a la familia de PRP [12]. La siguiente Tabla 9 representa la lista de los polipéptidos
identificados y sus respectivos PM.

TABLA 9: PRP publicados actualmente en la bibliografia

PRP Peso molecular

DKE 390

LNF 392

SEQP (SEQ ID NO:1) 459

VVMEY (SEQ ID NO:2) 575

SEEMP (SEQ ID NO:3) 591

DSQPPY {SEQ ID NO:4) 641

CPQSVH (SEQ ID NO:5) 669
VLPPNVG (SEQ ID NO:8) 694
DPPPPQS (SEQ ID NO:7) 736
MQPPPLP (SEQ ID NO:8) 778
KYKLQE (SEQ ID NO:9} 807
AFLLYQE (SEQ ID NO:10) 882
RGPFPILV (SEQ ID NO:11) 898
SLPQNILPL (SEQ ID NO:12) 994
VYPFTGPIN (SEQ ID NO:13) 1006
VESYVPLFP (SEQ ID NO:14) 1050
TQTPVVVPPF {SEQ ID NO:15) 1084
QPLPPTVMFP (SEQ ID NO:16) 1126
SWMHQPPQLP (SEQ ID NO:17) 1220
MPQNFYKLPQM (SEQ ID NO:18) 1396
LFFFLPVVNVLP(SEQ ID NO:19) 1403
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(continuacién)

PRP Peso molecular
AFLLYQEPVLGPV (SEQ ID NO:20) 1445
MHQPPQPLPPTVMF (SEQ ID NO:21) 1619
VLEMKFPPPPQETVT (SEQ ID NO:22) 1712
DLEMPVLPVEPFPFV (SEQ ID NO:23) 1728
LKPFPKLKVEVFPFP (SEQ ID NO:24) 1785
LQTPQPLLQVMMEPQGD (SEQ ID NO:25) 1924
SLTLTDVEKLHLPLPLVQ {(SEQ ID NO:286) 2015
LQPEIMGVPKVKETMVPK (SEQ ID NO:27) 2023
DQPPDVEKPDLQPFQVQS (SEQ ID NO:28) 2066
ATFNRYQDDHGEEILKSL (SEQ ID NO:29} 2135
HKEMPFPKYPVEPFTESQ (SEQ ID NO:30) 2190
LSQPKVLPVPQKAVPQPDNPIQ (SEQ ID NO:31) 2409

[0111] De la tabla anterior puede inferirse que menos de la mitad de los PRP publicados (un 42 %) tienen un PM <
1000 Da y mas del 82 % se caracterizan por un PM < 2000 Da.

[0112] EI proceso para la produccion del preparado sin lactosa que contiene mezclas de factores proteinicos
procedentes de calostro bovino de la invencién, prevé la diafiltracion del centrifugado obtenido, usando membranas
de ultrafiltracién con un punto de corte de 4000 Da. Dicha operacion, ademés de concentrar el centrifugado, permite
el agotamiento de lactosa y, en general, el agotamiento de los componentes de PMB, tales como &cido siélico (PM =
309).

[0113] Sobre la base de la distribucion de PM de los PRP publicados anteriormente, queda claro que la etapa de
diafiltracion anterior es capaz de separar los PRP junto con los componentes de PMB, tales como el acido sialico.
Para confirmar la prediccion anterior, se realizd un analisis por CL-IEN-EM/EM de la preparacion sin lactosa que
contiene los factores proteinicos procedentes de calostro bovino de la invencion (indicados en el presente
documento como Retenido) y del permeado obtenido de la diafiltracion y concentrado adicionalmente mediante
6smosis (indicados en el presente documento como Permeado).

[0114] EI andlisis por CL-IEN-EM se ha realizado en modo EM/EM (modo de barrido dependiente de datos)
usando un sistema Thermo Finningam Surveyor™ (ThermoFinningan Italia, Rédano, Milan, Italia) equipado con
bomba cuaternaria, automuestreador termostatizado y sistema de desgasificacién al vacio conectado con un
espectrometro de masas de triple cuadrupolo Finningan TSQ Quantum Ultra™ (ThermoFinningan Italia, Rdédano,
Milan, ltalia). Los datos se elaboraron usando el software Xcalibur™ (ThermoFinningan).

[0115] La separacion cromatografica se obtuvo a través de elucién inversa usando una columna Phenomenex
Sinergy polar-FI (150 X 2 mm; diametro de particulas 4 um; Chemtek Analitica, Anzola Emilia, Bolonia, ltalia)
protegida por una precolumna polar-Fl (4 X 2 mm; didmetro de particulas 4 um; Chemtek Analitica, Anzola Emilia,
Bolonia, Italia), mantenida a una temperatura de 25 °C mediante un termostato. El caudal de la fase mévil se ha
mantenido a 0,2 ml min' con un gradiente lineal del 100 % de fase A (4cido férmico al 0,1 % en H20) al 80 % de fase
B (CH3CN) en 24 minutos, seguido de un periodo de 6 minutos de elucién isocratica. La composicién eluyente se
publicé a las condiciones iniciales en 2 minutos con una fase de equilibrio adicional de 6 minutos.

[0116] EI automuestreador se mantuvo a 4 °C mediante un termostato, con el fin de garantizar las condiciones
Optimas de estabilidad durante las inyecciones (volumen de inyeccion de 15 pl).

[0117] El analisis por IEN/EM se realizé en las siguientes condiciones experimentales: temperatura capilar 270 °C;
voltaje dq pulverizacién 4,0 kV; tensién capilar 21 kV. El gas de nebulizacion (nitrdgeno) se mantuvo a un caudal de
0,5 I min".

[0118] Como se indica en la Figura 9, el andlisis por CL-IEN-EM del permeado muestra la elucién de varios picos
con respecto a los péptidos en un intervalo de masa nominal comprendido entre m/z 620 y 2089 en un tiempo de
retencién comprendido entre 5 y 10 minutos. El analisis por EM/EM y la basqueda en la base de datos permitieron
identificar 10 péptidos publicados en la bibliografia como PRP cuyas secuencias se representan en la Tabla 10.

TABLA 10. Péptidos identificados en el permeado

Péptido Masa nominal
CPQSVH (SEQ ID NO:5) 669
VLPPNVG (SEQ ID NO:86) 694
DPPPPQS (SEQ ID NO:7) 736
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(continuacion)

Péptido Masa nominal
MQPPPLP (SEQ ID NO:8) 778
LFFFLPVVNVLP (SEQ 1D NO:19) 1403
MHQPPQPLPPTVMF (SEQ ID NG:21) 1619
LKPFPKLKVEVFPFP (SEQ ID NO:24) 1785

LOQTPQPLLQVMMEPQGD (SEQ ID NO:25) (1924
LQPEIMGVPKVKETMVPK (SEQ ID NO:27) |2023
DQPPDVEKPDLQPFQVQS (SEQ IDNO:28) 2066

[0119] EI andlisis confirma 10 de los 33 PRP publicados en la bibliografia y la presencia de otros péptidos (al
menos 12) aln no identificados. La superposicion parcial de PRP se debe a la alta variabilidad de la composicién de
los PRP dependiendo de varios factores, tales como el momento de la recogida del calostro.

[0120] Este perfil peptidico no se representd en absoluto en el retenido, potenciando también la concentracion
hacia el limite de capacidad de la columna, mientras que se observé una elucion entre 25 y 35 minutos de una
fraccion de proteina con un PM superior a 12.000 Da, entre ellas lactoalbdmina y las dos isoformas de
lactoglobulina, que estan ausentes en el permeado.

[0121] El andlisis por CL-IEN-EM anterior se realiz6 con el fin de excluir la presencia de PRP y &cido siélico en el
extracto final de calostro bovino obtenible de acuerdo con el proceso de la invencién. Los datos confirman que el
perfil de permeado contiene una agrupacion de péptidos que comprende entre otros 10 de los 33 PRP desvelados
en la bibliografia (véanse las Tablas 9 y 10). Dichos péptidos no son detectables, asi como tampoco el acido sialico
(limite de deteccion de PRP determinado con un péptido de sintesis = 1 %) en las mezclas de factores proteinicos
procedentes de calostro bovino obtenido de acuerdo con el proceso de la invencién. Por el contrario, las mezclas de
factores proteinicos procedentes de calostro bovino obtenidas de acuerdo con el proceso de la invencion contienen
varias proteinas (ausentes en el permeado) tales como lactoalbdmina y las dos isoformas de lactoglobulinas.
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PROCEDENTES DE CALOSTRO BOVINO
<130> P1176PC

<150> MI2014A001450
<151> 06-08-2014

<160> 31

<170> Patentln versién 3.5
<210> 1

<211>4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 1

Ser Glu Gln Pro
1

<210> 2
<211>5
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 2

Val Val Met Glu Val

1 5

<210> 3
<211>5
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 3

Ser Glu Glu Met Pro

1 5

<210> 4
<211>6
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 4

Asp Ser Gln Pro Pro val

1 5

<210>5
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<211>6
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 5

<210>6
<211>7
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 6

<210>7
<211>7
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400>7

<210> 8
<211>7
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 8

<210>9
<211>6
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 9

<210> 10

ES 2771924 T3

Cys Pro Gln Ser Val His
1 5

val Leu Pro Pro Asn Val Gly
1 5

Asp Pro Pro Pro Pro Gln Ser
1 5

Met Gln Pro Pro Pro Leu Pro
1 5

Lys Tyr Lys Leu Gln Glu
1 5
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<211>7
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 10

<210> 11
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 11

<210> 12
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 12

ES 2771924 T3

Ala Phe Leu Leu Tyr Gln Glu
1 5

Arg Gly Pro Phe Pro Ile Leu Val
1 5

Ser Leu Pro Gln Asn Ile Leu Pro Leu

1

<210> 13
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 13

5

Val Tyr Pro Phe Thr Gly Pro Ile Asn

1

<210> 14
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 14

5

val Glu Ser Tyr Val Pro Leu Phe Pro

1

<210> 15

5
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<211>10
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 15

Thr Gln Thr Pro Val Val Val Pro Pro Phe
1 5 10

<210> 16
<211>10
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 16

Gln Pro Leu Pro Pro Thr Val Met Phe Pro
1 5 10

<210> 17
<211>10
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 17

Ser Trp Met His Gln Pro Pro Gln Leu Pro
1 5 10

<210> 18
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 18

Met Pro Gln Asn Phe Tyr Lys Leu Pro Gln Met

1 5 10

<210> 19
<211>12
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 19

Leu Phe Phe Phe Leu Pro Val val Asn Val Leu Pro

1 5 10

<210> 20
<211>13
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<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Péptido rico en Prolina
<400> 20
Ala Phe Leu Leu Tyr Gln Glu Pro Val Leu Gly Pro Val
1 5 10
<210> 21
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Péptido rico en Prolina
<400> 21
Met His Gln Pro Pro Gln Pro Leu Pro Pro Thr vVal Met Phe
1 5 10
<210> 22
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Péptido rico en Prolina
<400> 22
Val Leu Glu Met Lys Phe Pro Pro Pro Pro Gln Glu Thr Val Thr
1 5 10 15
<210> 23
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Péptido rico en Prolina
<400> 23
Asp Leu Glu Met Pro Val Leu Pro Val Glu Pro Phe Pro Phe Val
1 5 10 15
<210> 24
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Péptido rico en Prolina
<400> 24
Leu Lys Pro Phe Pro Lys Leu Lys Val Glu Val Phe Pro Phe Preo
1 5 10 15
<210> 25
<211> 17
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<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 25

Leu Gln Thr Prc Gln Pro Leu Leu Gln Val Met Met Glu Pro Gln Gly
1 5 10 15

Asp

<210> 26
<211> 18
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 26

Ser Leu Thr Leu Thr Asp Val Glu Lys Leu His Leu Pro Leu Pro Leu
1 5 10 15

val Gln

<210> 27
<211> 18
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 27

Leu Gln Pro Glu Ile Met Gly Val Pro Lys Val Lys Glu Thr Met val
1 5 10 15

Pro Lys

<210> 28
<211>18
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 28

Asp Gln Pro Pro Asp Val Glu Lys Pro Asp Leu Gln Pro Phe Gln val
1 5 10 15

Gln Ser

<210> 29
<211> 18
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<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 29

Ala Thr Phe Asn Arg Tyr Gln Asp Asp His Gly Glu Glu Ile Leu Lys
1 5 10 15

Ser Leu

<210> 30
<211> 18
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 30

Hig Lys Glu Met Pro Phe Pro Lys Tyr Pro Val Glu Pro Phe Thr Glu
1 5 10 15

Ser Gln

<210> 31
<211> 22
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Péptido rico en Prolina

<400> 31

Leu Ser Gln Pro Lys Val Leu Pro Val Pro Gln Lys Ala Val Pro Gln
1 5 10 15

Pro Asp Met Pro Ile Gln
20
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para la preparacion de una mezcla de factores proteinicos procedentes de calostro bovino que
comprende las siguientes etapas:

a) dilucion de calostro bovino, desnatado y precipitacion de caseina a pH entre 4 y 6;

b) centrifugacién para retirar los componentes lipidicos y de caseina;

c) concentracion y diafiltracion sobre membrana polimérica con un corte molecular entre 1000 y 20000 Da para
reducir el contenido de lactosa en el retenido;

d) ajuste del pH alrededor de la neutralidad y centrifugacion;

e) filtracion;

f) llenado de tambores y congelacion;

en donde se repite la etapa c) para obtener un retenido que tiene un contenido de lactosa < 1 % calculado con
respecto al peso seco.

2. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la centrifugacion de la etapa a) tiene lugar preferentemente
a 4000 rpm.

3. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde el pH de la etapa a) es de 4,6, el pH
isoeléctrico de la caseina.

4. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde en la etapa c) el punto de corte
molecular de la membrana polimérica es de 4000 Da.

5. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la centrifugacion de la etapa d) se
realiza a 8500 rpm.

6. Proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la filiracion de la etapa e) se realiza
sobre filtros de porosidad entre 0,5 um y 2 mM para facilitar la filtracion de esterilizacion posterior realizada con filtros
de porosidad entre 0,45 umy 1 um.

7. Proceso de acuerdo cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende adicionalmente una etapa g) de
criodesecacion del producto congelado obtenido en la etapa f).

8. Una mezcla de factores proteinicos procedentes de calostro bovino que tiene un contenido de lactosa < 1 %
calculado con respecto al peso seco, obtenible mediante el proceso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7.

9. La mezcla de factores proteinicos procedentes de calostro bovino de acuerdo con la reivindicacion 8, para su uso
como medicamento.

10. La mezcla de factores proteinicos procedentes de calostro bovino para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9,
que se administra por via topica o por via oral.

11. La mezcla de factores proteinicos procedentes de calostro bovino para su uso de acuerdo con la reivindicacion
10, para su uso en el tratamiento de afecciones patoldgicas que requieren la cicatrizacion o regeneracion de tejidos,
seleccionandose dicha afeccion patolégica preferentemente entre el grupo que comprende lesiones cutaneas o
Ulceras, quemaduras, lesiones bucales, lesiones corneales, lesiones de la mucosa nasal, lesiones provocadas por el
virus del herpes y para la cicatrizacién de heridas.

12. Uso de la mezcla de factores proteinicos procedentes de calostro bovino de acuerdo con la reivindicacion 8
como suplemento alimenticio.
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Esguema general del proceso:

Calostro bovino congelado
(almacenado a -20 2C)

H,O

v T=38°C

Desnatado y
precipitacion de caseina

l

Centrifugacién a 4000 RPM

l

Concentracién y
H,0 —_ diafiltracion de MP UF
de 4000 Da

l

Cambio a pH 7,00
Centrifugacién a 8500 rpm

v

Prefiltracion 0,5 pm
Filtracion final 0,2 um

l

Llenado de tambores y

A S—— Criodesecacion
congelacion a -20 eC

Fig. 1
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Fig. 2
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Placas magnéticas, 5,0 x 12,0 mm, 2,4 g, 1000 Gauss

\ .....-#¥ Puente de piel de 5 mm

w

Presion
50 mm de Mg

Raton

Fig. 4
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