ES 2547 466 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 547 466
@Int. Cl.:

A61K 35/22 (2015.01)
AG61P 35/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  17.06.2009  E 09162954 (3)
Fecha y numero de publicacién de la concesién europea: 17.06.2015 EP 2263681

Tl'tulo: Separacion y formulacion de fraccion bioactiva y trabajo de subfraccion de orina de camello

como agente anticancer

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
06.10.2015

@ Titular/es:

KHORSHID, FATIN A. (100.0%)
King Abdulaziz University, KAU, P.O. Box 80215
21589 Jeddah, SA

@ Inventor/es:
KHORSHID, FATIN A.

Agente/Representante:
LLAGOSTERA SOTO, Maria Del Carmen

Observaciones :

Véase nota informativa (Remarks) en el
folleto original publicado por la Oficina
Europea de Patentes

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 547 466 T3

Descripcion

Separacion y formulacién de fraccion bioactiva y trabajo de subfraccion de orina de camello como agente
anticancer.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
1. CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un uso absolutamente novedoso de la orina de camello con fines
medicinales y también se refiere a la preparacion de la misma por liofilizacion como un medicamento
llamado PM701 o fraccionar el mismo en fracciones activas que se codifican como PMF y PMFK. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a aislar la fraccion bioactiva PMF y la subfraccion PMFK
mas eficaz a partir de PM701 liofilizado del camello arabe de una sola joroba adulto, especie Camelus
dromedarius y el uso absolutamente nuevo de estas fracciones bioactivas como un agente selectivo anti-
cancer. El fraccionamiento estara implicado en la reduccion de la dosis de la orina liofilizada completa y
en el incremento de su eficacia. La invencién se refiere también a la preparacion de una nueva
composicion farmacéutica (capsulas, jarabe, pomada y gel .... etc.) que comprende una cantidad eficaz de
la fraccion bio-activa PMF o de la subfraccion bioactiva en una composicion de 435 mg por cada capsula
0 una cucharadita con un intervalo de 7 o 5 capsulas o cucharadita / dia respectivamente, que estan
dirigidas a los tejidos cancerosos humanos a través de sus actividades anti-proliferativas y apoptoéticas sin
dafar a los otros tejidos normales.

2. DESCRIPCION DE LA TECNICA RELACIONADA

Los canceres son proliferaciones celulares no controladas como resultado de la acumulacién de cambios
genéticos en las células dotadas de potencial proliferativo. Después de un periodo de latencia variable
durante el cual son clinicamente silentes, las células malignas progresan a estadios invasivos y
metastasicos agresivos con la formacion de tumores y la difusion muy extendida por todo el cuerpo.

A pesar de los importantes avances en el tratamiento, el cancer todavia representa el 28% de las muertes
en los paises occidentales, y un porcentaje superior en otros paises. El tratamiento del cancer se ha
basado principalmente en la cirugia, la quimioterapia, la radioterapia y, mas recientemente, la
inmunoterapia. Sin embargo, para los tipos mas frecuentes de cancer (pulmén, mama, colorrectales y
leucemias) no se ha logrado la remisién y curacién completas. Por lo tanto, el desarrollo de nuevos
enfoques para el tratamiento de pacientes con cancer es altamente deseable y criticamente necesario
especialmente para aquellos pacientes cuya enfermedad ha progresado a una etapa metastasica y son
refractarios a la quimioterapia estandar.

La organizacion mundial de la salud publicé que el cancer es la principal causa de muerte en el mundo.
De un total de 58 millones de muertes en todo el mundo en el afio 2005, el cancer representé 7,6 millones
(o un 13%) del total de muertes, en 2005 el cancer maté aproximadamente a 12,000 personas en Arabia
Saudita, tal como se muestra en la FIG. 1, en que 8,000 de esas personas eran menores de 70 afos.

En la Medicina del Profeta Mohamed (la paz sea con él), se sugiere beber la orina de camello para
mejorar algunos de los sintomas asociados principalmente con la formacion de tumores en el cuerpo. Por
lo tanto, la orina de camello se ha venido utilizando en el mundo islamico y arabe, vendida y distribuida en
botellas de diferentes tamafios. Pero nunca se ha demostrado cientificamente. El solicitante considera
que merece la pena observar este tema cientificamente y definir su valor a través de ensayos in vitro e in
vivo. El solicitante ha desarrollado una curiosidad al respecto y formulé una serie de preguntas: ;Qué
posible importancia puede tener la orina de camello? ;ElI componente de la orina de camello esta
teniendo alguna actividad en la formacién del tumor en si o en algunas de sus partes? ¢;La orina fresca
tiene efectos sobre los tejidos cancerosos humanos? ;Se podria formular esta orina en una forma
conveniente para uso humano? ¢ La formulacion de la orina aumenta su actividad o la reduce? ¢ La orina
de camello contiene microorganismos? ;Es seguro utilizarla como un medicamento o tiene efectos
toxicolégicos sobre diversos 6rganos humanos?

Ademas, ¢;se podria fraccionar la orina de camello liofilizada con el fin de separar las fracciones
bioactivas? ¢Con qué parte de la célula reacciona la orina de camello? ;Cuales son las evidencias
bioquimicas, biofisicas y bioldgicas para su eficacia?

La orina de camello puede ser considerada como una sustancia / secrecion de origen animal eficaz con la
capacidad de mejora de algunos de los sintomas asociados principalmente con la formacion de tumores
en el cuerpo, pero necesita una fundamentacion a través de la experimentacion cientifica. Por lo tanto, el
solicitante considera que merece la pena adoptar una mirada cientifica sobre este tema y definir sus
valores a través de ensayos in vitro e in vivo. En primera instancia el solicitante sonde¢ si contenia agente
anti-cancer dado que dicha propiedad la convertiria en una sustancia natural de gran utilidad. En la
técnica relacionada, el uso de 'piperina’' como un potenciador de la biodisponibilidad ha sido descrito en
las Patentes n° US 5,616,593 y 5,972,382. También se utiliza orina de vaca destilada o una fraccién seca
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para mejorar la actividad y la biodisponibilidad de farmacos antibidticos, tal como se describe mas
adelante en la patente n° US 6,896,907.

La patente NZ522665-A (30.04.2004) describe un agente-Il de diferenciacion celular (CDA-II) purificado a
partir de orina humana fresca, que resulta efectivo para la terapia y la prevencion del cancer.

M.M. Al-Harbi et al., Journal of Ethnopharmacology 52 (1996) 129-137, describe el efecto citotdxico de la
orina de camello en las células de médula ésea de ratéon que es comparable al del farmaco estandar
ciclofosfamida. Sin embargo, la orina de camello es no clastogénica, probablemente debido a la presencia
de compuestos antioxidantes y antimutagénicos.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

Algunas de las preguntas anteriores han sido resueltas y tratadas en el presente documento. Para
responder a la primera serie de preguntas el solicitante recogié la orina de camello (PM701) en pastos
naturales en diversas areas dentro de las Provincias de Jedda, Makah, Medina y Riad (Arabia Saudita) en
botellas de diferentes tamafos, en cualquier momento del dia. La orina fue probada en medios CLED vy
agar de sangre en condiciones estériles y no proporcioné indicaciones de ningun crecimiento de
microorganismos. Se utilizaron cultivos de tejidos de cancer de tejidos humanos y tejidos normales en el
estudio del efecto de la PM701 (orina de camello) sobre el comportamiento de las células cancerosas y
las células normales. La PM701 parece actuar sobre las células cancerosas y tener eficacia anti-
proliferativa y apoptética sobre éllas.

Sorprendentemente, la misma PM701 exhibié efectos nutritivos sobre las células sanas normales; esto
implica que la PM701 tiene un efecto de destruir selectivamente las células cancerosas y un efecto
reparador sobre las células que se dividen normalmente, y estos resultados conducen a esta invencion.
La novedad de la invencién radica en el hecho revelado a través de una experimentacién precisa que la
accion del PM701 y su eficacia son alcanzables sdlo en el intervalo de concentracion que es, literalmente,
en niveles de nano a micro gramos. Esa deberia ser la razén para la deteccion de dicho valioso potencial
de la PM701 dirigido a las células cancerosas. La utilizacion de PM701 fresca continda siendo no
aceptable y no conveniente para el uso humano, por lo tanto, el solicitante también liofilizé ain mas la
PM701 liquida para obtener 0,2 g / ml de polvo. Re-examinamos la PM701 liofilizada sobre las células
normales y las diversas células cancerosas en modelos tanto de cultivos celulares como animales, que
mostraron la misma eficacia contra el cancer y que fue mediada por apoptosis segun lo determinado por
un examen de ensayo de MTT y microscopia electrénica.

El solicitante pensé en la utilizacién de la PM701 como un farmaco alternativo para la terapia del cancer,
ya que mostré un efecto objetivo sobre las células cancerosas y ningun efecto secundario sobre los
tejidos normales, pero la cantidad de dosificacion liofilizada de PM701 por dia era una carga sobre el
cuerpo (46 capsulas / dia), y en ultima instancia llevé a utilizar una de las formas, que ha resultado factible
para reducir drasticamente la dosis diaria de este agente anti-cancer PM701 y aumentar también la
eficiencia de la actividad de dosificacién, a la vez que tiene también una importancia comercial. Por lo
tanto se utilizé el enfoque de fraccionamiento bio-guiado con PM701 liofilizada, que llevaron al aislamiento
y la identificacion de las fracciones bioactivas, que son responsables de la eficacia anti-cancer observada
con la totalidad de la orina.

Para el propésito de la presente invencion, los siguientes términos se definen a continuacion.

El término "terapia anti-cancer" se entiende que significa la inhibicion / erradicacion del crecimiento de los
tumores primarios, la estabilizacion del crecimiento del tumor, la inhibicién de la formacion de metastasis,
o la prevencion de la formacién de tumores. Ademas, la actividad contra el cancer también cubre
cualquier combinacién entre nuestras sustancias y otros agentes anticancer conocidos o de investigacion,
con el fin de mejorar la eficacia terapéutica de los farmacos.

El objetivo principal de este trabajo es conseguir un farmaco alternativo 6ptimo para el tratamiento del
cancer distinto de la radiacién o la quimioterapia.

Un planteamiento mayoritario es el tratamiento de cancer con nuevos métodos distintos de la
quimioterapia y la radioterapia, que tienen efectos secundarios muy perjudiciales en los tejidos normales.

Otro objetivo de la invencién es proporcionar un nuevo uso de la PM701 como un agente anti-cancer
selectivo.

Otro objetivo de la invencion es proporcionar un método para mejorar la actividad de PM701 a través de
sus fracciones bioactivas.
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También otro objetivo de la invencion es proporcionar un procedimiento para el aislamiento de las
fracciones activas a partir de PM701 de la orina de camello.

Todavia otro objetivo de la invencion es proporcionar las fracciones bioactivas de PM701 liofilizada en una
cantidad eficaz como una composicion farmacéutica novedosa (capsulas, jarabe, pomada y gel.... etc).

El objetivo importante de la invencion es evitar la destruccion de los tejidos normales durante el proceso
de tratamiento del cancer para conseguir un protocolo para el tratamiento de pacientes con cancer con
sustancias disponibles y a un bajo costo.

La invencién se refiere a un nuevo uso de la orina de camello, que se conoce por estar disponible
abundantemente, como agente anti-cancer y para proporcionar las fracciones bioactivas de la misma que
sean Utiles en el tratamiento del cancer. De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona una
composicion farmacéutica anti-cancer novedosa que comprende una cantidad anti-cancer aceptable y
eficaz de fracciones bioactivas de PM701. Las fracciones bioactivas inventadas atacaron los tejidos de
cancer sin efectos secundarios sobre los tejidos normales.

BREVE DESCRIPCION DE LAS DIVERSAS VISTAS DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 es un diagrama de las causas de muerte previstas en Arabia Saudi.

La FIG. 2 ilustra el subfraccionamiento cromatografico de la fraccion soluble organica PMF (G)
que llevé al aislamiento de 7 subfracciones a las que se hace referencia como G1-G7.

La FIG. 3A ilustra una curva del efecto citotdxico in vitro de PM701 liofilizada usando la linea
celular de carcinoma de pulmén humano, A549 en diferentes periodos de incubacion en
comparacion con las células cancerosas no tratadas.

La FIG. 3B ilustra una curva del efecto in vitro no citotoxico de PM701 liofilizada utilizando la
linea celular vero en diferentes periodos de incubaciéon en comparacién con las células normales
no tratadas.

La FIG. 3C ilustra el efecto citotdxico in vitro de PM701 liofilizada en la morfologia de las células
de la linea celular de carcinoma de pulmén humano, A549 (a) en 701 PM. Debe tenerse en
cuenta el dafio de las células en comparacion con las células de control que se incubaron en
medios MEM (b) (40X).

La FIG. 4A ilustra una curva del efecto citotoxico in vitro de la fraccion PMF usando la linea
celular de carcinoma de pulmén humano, A549 en diferentes periodos de incubacion en
comparacion con células cancerosas no tratadas.

La FIG. 4B ilustra una curva del efecto vitro no citotdxico en la fracciéon PMF usando linea celular
de prepucio humano normal, HFS en diferentes periodos de incubaciéon en comparaciéon con
células normales no tratadas.

La FIG. 4C ilustra el efecto citotdxico in vitro de la fraccion PMF en la morfologia de las células
de linea celular de carcinoma de pulmén humano (A549), a. células tratadas; b. células no
tratadas (40X).

La FIG. 5A ilustra una curva del efecto citotoxico in vitro de la subfracciéon PMFK usando la linea
celular de carcinoma de pulmén humano, A549 en diferentes periodos de incubacion en
comparacién con células cancerosas no tratadas.

La FIG. 5B ilustra una curva del efecto vitro no citotoxico de la subfraccion PMFK usando linea
celular de prepucio humano normal, HFS en diferentes periodos de incubaciéon en comparacion
con células normales no tratadas.

La FIG. 5C ilustra el efecto citotoxico in vitro de la subfraccion PMFK en la morfologia de las
células de la linea celular de carcinoma de pulmén humano (A549), a. células tratadas; b. células
no tratadas (20X).

La FIG. 6 ilustra las caracteristicas morfolégicas ultraestructurales que caracterizan a la
apoptosis, tal como se muestra por condensacion de la cromatina y la formacion de ampollas en
la membrana en las células cancerosas tratadas con PM701.

La FIG. 7A ilustra el efecto citotdxico in vitro en de la concentracion -2, -3 y -4 de PM701
utilizando células de leucemia de ratones, L1210.

La FIG. 7B ilustra el efecto de PM 701 en la morfologia celular de las células de ratones con
leucemia L1210, a-, las células tratadas; b- células no tratadas — debe llamarse la atencién sobre
el tamafio normal de las células (flechas) (40X).

La FIG. 8A ilustra una prueba de MTT que muestra el efecto de dos concentraciones diferentes
de PM701: -2 o alta y -3 o baja en cuatro densidades diferentes de células 1, 3, 6 y 10 x 10°
células / pocillo.

La FIG. 8B ilustra una prueba de MTT que muestra el efecto de PM701 en dos tipos de células
carcinogénicas A549 y L1210 en 3 x 10° células / pocillo.

La FIG. 9 ilustra esquematicamente el proceso de fraccionamiento y el subfraccionamiento de
PM 701.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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Tal como se muestra en las FIG. 2-9, la presente invencién resuelve el problema de la busqueda y la
obtencion de un material abundante, disponible, barato, y natural (PM701) como un agente anti-cancer
con una potencia mas alta y selectiva sobre las células cancerosas, obtenido a partir de la orina de
camello. Ademas, se aisld la fracciéon bioactiva de PM701, que se codifica como PMF debido a sus
propiedades altamente selectivas y altamente citotoxicas sobre las células cancerosas, que es
responsable sobre todo el efecto de PM701. Ademas, se subfracciond la PMF y se llevo a la purificacion
de siete subfracciones, en que la séptima, que se codifica como PMFK, tiene propiedades citotéxicas en
las células cancerosas tanto como las propiedades citotoxicas de PMF.

La PMF y la PMFK tienen actividades citotdxicas y de supresion in vitro en la linea celular de cancer de
pulmén humano (A549), la linea celular de cancer leucémico de ratéon (L1210), las células de cancer de
colon humano (HCT116), las células cancerosas de glioma humano (U251), las células de cancer de
mama humano (MCF7), y las células de cancer de higado humano (HepG2) sin afectar a las células
normales tales como vero y las células de prepucio humano HFS. Mas importantes fueron los efectos
obvios sobre la inhibicién de la actividad de la division celular del cancer a través de las caracteristicas
morfolégicas y bioquimicas caracteristicas que caracterizan a la apoptosis, tal como se muestra por la
pérdida de la viabilidad celular, la condensacion de la cromatina, y la reduccion de la actividad metabdlica
usando un ensayo MTT.

En otra realizacion, se utilizé PM701 in vivo en el tratamiento de modelos animales que fueron inoculados
con células de cancer; el resultado de las pruebas in vivo es tan satisfactorio como el efecto in vitro a nivel
de cultivo de tejidos.

En una realizacion de la presente invencion se utilizd una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad eficaz de PMF o PMFK como compuestos anticancerigenos bioactivos y aditivos
farmacéuticamente aceptables seleccionados a partir de compuestos contra el cancer.

En ofra realizacion, se utilizan PMF y PMFK como terapia contra el cancer de biodisponibilidad
directamente o en combinacién con otras moléculas contra el cancer.

En aun otra realizacion, PMF y PMFK inducen la apoptosis de las células cancerosas.

En aun otra realizacion, el fraccionamiento PM701 nos ayuda a aislar las moléculas bio-activas, que
actian mejor en las células cancerosas objetivo debido a la disminucion de su proliferacion.

En aun otra realizacién, las células cancerosas pueden ser de pulmén, leucemia o cualquier célula
cancerosa.

En aun otra realizacion, se utilizé PMF in vitro en el intervalo entre 80 ug / ml a 800 yg / ml y se utilizé
PMFK en el intervalo entre 0.2 ug/ mla 2 pg/ ml.

En otra realizacion, las fracciones bioactivas (PMF y PMFK) mejoran 2.8 veces las actividades
antiproliferativas y apoptéticas de los agentes anti-cancer (PM701).

La metodologia seguida por nosotros para esta prueba de deteccion incluyé bioensayos in vitro e in vivo
disefiados especificamente tal como se describe a continuacién. Las lineas celulares utilizadas en esta
invencion se obtuvieron del banco de células de la Unidad de Cultivo de Tejidos del Centro de
Investigacion Médica King Fahd (KFMRC).

DESARROLLO DE FORMATO EN POLVO

Para mejorar la utilidad y la conveniencia de aplicacion de PM701, se liofilizd6 PM701 liquida para
conseguir una forma sélida. El solicitante fracciondé aun mas la forma soélida para obtener la(s) fraccion
(es) bioactiva (s), que también estan libres del olor tipico de la orina de camello y que es mas facilmente
aceptable para los seres humanos. Para este propésito se fraccioné la PM701 liofilizada tal como se
describe mediante el siguiente procedimiento:

Paso 1: se recogio PM701 en el recipiente de acero inoxidable directamente del camello, que se
mantiene en ambiente higiénico.

Paso 2: se afiadieron 90g de PM701 liquida a la celulosa microcristalina (10 g). Esto dara 100 g
de una mezcla, que se congeld a - 80°C en aparato de Pyrex durante 20-24 hrs.

Paso 3: se liofilizan 100 g de la mezcla en el liofilizador a temperatura ambiente durante 5 dias
para obtener 20 g de forma solida PM701.

Paso 4: las mezclas se dejan en un desecador con cloruro de calcio, en presencia de presion de
vacio durante un dia a temperatura ambiente
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Paso 5: Otro método que usa la maquina Spray Dryer. Esta maquina pasa el material de estado
liquido a micro-polvo

Paso 6: EI PM701 en polvo se envasa en una nevera en un recipiente de vidrio esterilizado para
Su uso posterior.

FRACCIONAMIENTO DE UNA SEPARACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS DE PM701 LIOFILIZADA
Se realizaron los siguientes pasos.
i. Método de extraccion de disolvente por fraccionamiento

Paso 1: Una muestra de 5 mg de PM701 liofilizado se sometié a ultrasonidos con metanol tres veces cada
30 ml para proporcionar aproximadamente 750 mg de la fraccion de metanol, lo que se denomina (G).

ii. Método de tamizado molecular para subfraccionamiento

Paso 1: Subfraccionamiento de PMF usando la columna de diferente tipo de gel con diferente capacidad
de tamizado (por ejemplo, Sephadex LH-20, Sephadex-25, -50, ..).

Paso 2: Una muestra de 1.5 mg de la fraccion de metanol (G) se sometié a cromatografia en columna de
gel de silice y se eluyé con los sistemas disolventes siguientes cada 250 ml, cloroformo, 10% de metanol
en cloroformo, 20% de metanol en cloroformo, 30% de metanol en cloroformo, 40% de metanol en
cloroformo, 60% de metanol en cloroformo seguido de metanol.

Paso 3: Las siete subfracciones se purifican y las subfracciones individuales se separan por cromatografia
liquida de alta resolucion.

Paso 4: Todas las subfracciones, que salen de la columna se probaron para determinar una actividad
similar a la de PM701 en el nivel de cultivo de tejidos.

Se encontré que las fracciones y subfracciones organicas solubles del disolvente tienen una fuerte
actividad antiproliferativa en un panel de lineas celulares cancerosas humanas derivadas de pulmoén,
mama, colon, cerebro, higado y leucemia. In vitro, las fracciones y subfracciones demuestran actividades
antiproliferativas y antiapoptoticas en experimentos de cultivo de tejidos.

ENSAYO PARA DETERMINACION DE DOSIS IN VITRO

a. Se evalua y se determina la concentracion inhibidora éptima de PM701 frente a diferentes
células cancerosas, células de cancer de pulmén humano (A549), células leucémicas de raton
(L1012), células de cancer de colon humano (HCT116), células de cancer de glioma humano
(U251), células de cancer de mama humano (MCF7) y células de cancer de higado humano
(HepG2), a través de los experimentos de cultivo de tejidos in vitro.

b. La concentracion inhibidora 6ptima de PM701 muestra un efecto citotdxico sobre las células
cancerosas, mientras que no hay efecto citotoxico alguno sobre las células normales, lo que
sugiere que PM701 puede actuar selectivamente sobre las células cancerosas a la vez que nutre
las células normales.

1 ml de PM701 o PMF o PMFK disuelta en 10 ml de medio estandar, que se denomina -1
(alto).

1 ml de PM701 o PMF o PMFK disuelta en 100 ml de medio estandar, que se denomina - 2
1 ml de PM701 o PMF o PMFK disuelta en 1,000 ml de medio estandar, que se denomina -
3 (medio).

1 ml de PM701 o PMF o PMFK disuelta en 10,000 ml de medio estandar, que se denomina
-4,

1 ml de PM701 o PMF o PMFK disuelto en 100,000 ml de medio estandar, que se
denomina - 5 (bajo).

Los experimentos in vitro mostraron que el mejor efecto se observa cuando se utilizan concentraciones
medias (-2 y -3), por lo que fija las dosis in vitro e in vivo utilizando esta concentracion media.

ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA IN VITRO (CULTIVO CELULAR)
Lineas celulares y cultivo celular
1. Las lineas celulares comerciales de células de cancer de pulmén (A549), células de cancer de

colon humano (HCT116), células cancerosas de glioma humano (U251), células de cancer de
mama humano (MCF7), y células de cancer de higado humano (HepG2), obtenidas en el Centro
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de Investigacion Médica Rey Fahd (KFMRC) se inoculan en una densidad de aproximadamente
0,5 x 10° células en medio MEM en los pocillos de una placa de 24 pocillos. Las células L1210
se prepararon de la misma manera en medio RPMI (1640) suplementado con 10% de suero
bovino fetal inactivado por calor.

2. Esto se reemplazé con medio fresco después de 24 horas en cada pocillo.

3. El/ los componente (s) de ensayo se afade(n) a concentraciones deseadas en diferentes
pocillos justo después de la sustitucion del medio.

4. Las observaciones se registran y se cuentan las células después de 0, 24, 48, y 72 horas para
lo que se requieren los siguientes pasos.

a. Se retira el medio de los pocillos.

b. Los pocillos se enjuagaron con 1 ml de PBS (solucion salina tamponada con fosfato).

c. A cada pocillo se afiaden 500 pl de solucién de tripsina recién preparada (0.1% en PBS).
d. La solucién de tripsina se retira después de 30 segundos y la placa se golpea
suavemente hasta que las células se liberan de la superficie de la placa.

e. Se anhade 1 ml de medio de crecimiento fresco y se agita con una pipeta para obtener
una suspension de células.

f. Se prepara la suspension celular (1:1): 20 ml de células con 20 ml de azul de tripano
(0,4%), se toman 10 pl de suspension de células en el hemocitdémetro y se coloca una
cubierta de vidrio sobre la camara de recuento.

g. El nimero de células viables se cuenta en 5 grandes cuadrados y se toman las lecturas
de 5 campos microscoépicos para determinar el promedio.

h. A continuacién, se calcula el recuento de células (titulo por ml) en la muestra original
como recuento medio x 10°,

COMPOSICION DEL MEDIO ESENCIAL MINIMO (MEM)

Polvo de MEM (ICN) = 9.95g, NaHCO3 (Polvo) = 2.2 g, glutamina (Polvo) = 0.3 g L, aminoacido no
esencial (100X) = 10 ml, solucion Hepes (100X) = 10 ml, mezcla de antibidticos (penicilina +
estreptomicina) = 10 ml, agua desionizada-destilada = 1 litro.

Agitador durante 1 hora a temperatura ambiente, PH (6.8 a 7.4).
Filtrado estéril a través de un filtro de 0.22 micras y almacenado a + 4° C.
ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

La prueba de MTT se utiliza para la determinacion de la citotoxicidad o los efectos anticancerigenos de
PM701 sobre dos tipos de células cancerosas, A549 y L1210. Esta prueba mide la viabilidad celular como
porcentaje de células de control sin tratar.

Se realizé un ensayo de MTT para evaluar los efectos de crecimiento de PM 701. El ensayo MTT es un
ensayo colorimétrico basado en la sal de tetrazolio MTT que detecta la viabilidad celular. EI MTT disuelto
se convierte a un formazan purpura insoluble por escision del anillo de tetrazolio mediante enzimas de
deshidrogenasa en células vivas, pero no muertas.

El MTT se disolvié en tampdn fosfato salino (PBS) a 5 mg / ml y se filtré a través de un filtro de 0.22 pm
para esterilizar y eliminar la pequefia cantidad de residuo insoluble y a continuaciéon se almacenaron a 2 -
8° C para un uso frecuente. La solucién madre de MTT se afiade a cada cultivo que se esta ensayando
para ser igual a una décima parte del volumen de cultivo original. El uso de isopropanol se mide por
absorbancia de rendimiento espectrofotométrico como una funcién de la concentracién de colorante
convertido. Las células de crecimiento exponencial (3 x 10° células / 100 pl) se sembraron en placas de
96 pocillos y se incubaron durante 24 h. Las células se trataron a continuacion de forma continua con las
diversas fracciones y subfracciones. En un momento seleccionado, se afadieron 10 yl de solucién de
MTT a todos los pocillos para el ensayo. Después de un periodo adicional de incubacién (4 horas), se
aspiré el medio de los pocillos tan completamente como fue posible sin afectar a los cristales de
formazan. A continuacién, se anaden 100 ul de isopropanol a cada pocillo para disolver el precipitado
resultante. A continuaciéon se mide la concentracion del colorante a 570 nm en un lector de placas (Lector
de Microplacas Modelo 450; Bio-Rad). La densidad 6ptica obtenida esta directamente relacionada con la
viabilidad de las células.

El ensayo de MTT distingue entre células viables y no viables sobre la base de que la mitocondria
fisioldgicamente activa metaboliza el MTT solo en células viables. La IC50 se calculé6 como la
concentracion de farmaco que causa una inhibicion del 50% de la absorbancia en comparacion con las
células tratadas con disolvente solamente.
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RESULTADOS

Se encontraron fracciones solubles en metanol (PMF), pero fracciones no solubles en agua, que tenian
una actividad antiproliferativa potente en A549, L1210 y otras lineas celulares de cancer. Otros
subfraccionamientos cromatograficos de estos extractos solubles organicos llevaron al aislamiento de 7
fracciones a las que se hace referencia como G1-G7, tal como se muestra en la FIG. 2 que ilustra el
subfraccionamiento cromatografico de la fraccion organica soluble de PMF que llevé al aislamiento de 7
subfracciones a las que se hace referencia como G1-G7. Sistema de disolvente: CHC13-MeOH-agua 65:
35: 6. Reactivo de pulverizacion: P-anisaldehido reactivo, calentamiento a 110° C durante 5 min.

PM 701, PMF y PMFK mostraron un efecto altamente citotoxico sobre las células de cancer en
comparacion con el efecto no citotéxico en las células normales.

La FIG. 3A ilustra una curva del efecto citotdxico in vitro de PM701 liofilizada usando la linea celular de
carcinoma de pulmén humano, A549 en diferentes periodos de incubaciéon en comparacién con las
células cancerosas no tratadas.

La FIG. 3B ilustra una curva del efecto in vitro no citotéxico de PM701 liofilizada utilizando la linea celular
vero en diferentes periodos de incubacién en comparacién con las células normales no tratadas.

La FIG. 3C ilustra el efecto de PM701 liofilizada en la morfologia de las células de linea celular de
carcinoma de pulmén humano, A549. Las células cancerosas A549 con una imagen creada (40X) tras la
incubacion durante 24 h, se fijaron y se tifieron con azul de Coomassie (a) en PM 701. Debe tenerse en
cuenta el dafio de las células en comparacién con las células de control que se incubaron en medio MEM

(b).

La FIG. 4A ilustra una curva del efecto citotdxico in vitro de la fraccion PMF usando la linea celular de
carcinoma de pulmén humano, A549 en diferentes periodos de incubaciéon en comparacién con las
células cancerosas no tratadas.

La FIG. 4B ilustra una curva del efecto no citotéxico in vitro de la fraccion PMF usando la linea de células
de prepucio humano, HFS en diferentes periodos de incubacién en comparacién con las células normales
no tratadas.

La FIG. 4C ilustra el efecto de la fraccion PMF en la morfologia de las células de la linea de células de
carcinoma de pulmén humano, A549, a. células tratadas; b. células no tratadas (40X).

La FIG. 5A ilustra una curva del efecto citotdxico in vitro de la subfraccion PMFK usando la linea celular
de carcinoma de pulmoén humano, A549 en diferentes periodos de incubaciéon en comparaciéon con las
células cancerosas no tratadas.

La FIG. 5B ilustra una curva del efecto no citotéxico in vitro de la subfraccion PMFK usando la linea de
células de prepucio humano, HFS en diferentes periodos de incubaciéon en comparacion con las células
normales no tratadas.

La FIG. 5C ilustra el efecto de la subfraccion PMFK en la morfologia de las células de la linea de células
de carcinoma de pulmén humano, A549, a. células tratadas; b. células no tratadas (20X).

Los cambios morfolégicos de las células tratadas con PM701 liofilizada caracterizan la apoptosis, tal como
se muestra por la pérdida de la viabilidad celular, la formacién de ampollas en la membrana y la
condensacion de la cromatina y se muestra en la FIG. 6.

La FIG. 6 ilustra las caracteristicas morfologicas ultraestructurales que caracterizan a la apoptosis, tal
como se muestra por la condensacion de la cromatina y la formacién de ampollas en la membrana en las
células tratadas con PM701.

La FIG. 7A ilustra el efecto citotdxico in vitro de las concentraciones -2 y -3 de PM701 utilizando células
de leucemia de ratén, L1210.

La FIG. 7B ilustra el efecto de PM 701 en la morfologia celular de las células de leucemia de ratén L1210,
a. células tratadas; b. células no tratadas. Debe tenerse en cuenta el tamafio normal de las células
(flechas) (40X).

PM 701 redujo la actividad metabolica de las células cancerosas utilizando la prueba MTT tal como se
muestra en las FIG. 8A 'y 8B.
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La FIG. 8A ilustra una prueba de MTT que muestra el efecto de dos concentraciones diferentes de
PM701: -2 o alta y -3 o baja en cuatro densidades diferentes de células 1, 3, 6 y 10 x 103 células / pocillo.

La FIG. 8B ilustra una prueba de MTT que muestra el efecto de PM701 en dos tipos de células
carcinogénicas A549 y L1210 en 3 x 103 / pocillo.

Se encontré que la PMF de fraccidn soluble de metanol tenia una buena actividad contra el cancer en las
lineas celulares de carcinoma. También se observé una relacion de dosis, tal como se muestra en la FIG.

4A.
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Reivindicaciones

1. Una fracciéon de orina de camello (PMF) obtenible de acuerdo con un método que comprende las
etapas de:

- liofilizacion de la orina de camello liquido (PM701) obtenida a partir de camellos arabes de una
sola joroba adultos Camelus dromedarius en presencia de celulosa microcristalina; y

- fraccionamiento de la PM701 liofilizada por sonificaciéon con metanol con el fin de aislar la
fraccion bioactiva PMF que es soluble en metanol; y

2. Una subfraccion de orina de camello (PMFK) que se puede obtener de acuerdo con un método que
comprende las etapas de:

- liofilizacion de la orina de camello liquido (PM701) obtenida a partir de camellos arabes de una
sola joroba adultos Camelus dromedarius en presencia de celulosa microcristalina;

- fraccionamiento de la PM701 liofilizada por sonificaciéon con metanol con el fin de aislar la
fraccion bioactiva mas eficaz (PMF) que es soluble en metanol; y

- someter el PMF aislado a subfraccionamiento cromatografico en sistemas de disolventes cada
250 ml que consisten esencialmente en cloroformo y metanol para obtener siete subfracciones,
con una subfraccién mas eficaz que se denomina PMFK.

3. La PMF o PMFK de la reivindicaciéon 1 o 2, en el que la PM701 se obtiene en forma de polvo por la
liofilizacion de PM701 liquida en el intervalo de 20 g por cada 100 ml de PM701 fresca liquida.

4. La PMF o PMFK de la reivindicacién 1 o 2, en el que la PM701 seca de la orina de camello liofilizada se
puede obtener por destilacién o mediante el secador de pulverizacion.

5. La PMF de la reivindicacion 1 y la PMFK de la reivindicacion 2, en el que la PMF y la PMFK seca
obtenida a partir de la orina de camello liofilizada esta desprovista del olor de la orina de camello.

6. PMF de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en el tratamiento de cancer.
7. PMFK de acuerdo con la reivindicacién 2 para su uso en el tratamiento de cancer.

8. La PMF para su utilizaciéon de acuerdo con la reivindicacién 6, en que los efectos de concentracion
sobre la viabilidad celular y la proliferacién de las células cancerosas es en concentraciones en el
intervalo entre 80 ug/mly 800 pg/ml.

9. La PMFK para su utilizaciéon de acuerdo con la reivindicacién 7, en que los efectos de concentracion
sobre la viabilidad celular y la proliferacién de las células cancerosas es en concentraciones en el
intervalo entre 0.2 ug/ml y 2 pg/mil.

10. La PMF para su utilizacién de acuerdo con la reivindicacién 6, que comprende una cantidad eficaz de
la PMF en la cantidad de 435 mg / capsula con 7 capsulas / dia.

11. La PMFK para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 7, que comprende una cantidad eficaz
de la composicion en la cantidad de 435 mg / capsula con 5 capsulas / dia.

12. Composiciéon farmacéutica que comprende al menos un agente contra el cancer, y PMF o PMFK de
acuerdo con la reivindicacion 1 o 2.

13. La composicion de la reivindicacién 12, que comprende una cantidad eficaz de la composicién en
formulaciones seleccionadas entre capsulas, jarabe, inyeccion, pomada, gel y champu.

14. La composicion de las reivindicaciones 12 y 13, en que la composicion presenta un efecto anti-cancer
selectivo objetivo en la causa de actividades apoptéticas in vitro.

10
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15. La composicién de la reivindicacion 14, en el que los tipos de cancer se seleccionan a partir de células
de cancer de pulmén humano (A549), células de leucemia de ratén (L1210), células de cancer de colon
humano (HCT116), células de cancer de glioma humano (U251), células de cancer de mama humano
(MCF7) y células de cancer de higado humano (HepG2).

11
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Fig 2
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Células A549 con Subfraccién de PMFK
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FIG. 5C
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Viabilidad celular a diferente concentracion de células A549
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5 g de PM701 liofilizado fueron sometidos a ondas sonoras con metanol 3 veces
cada 30 ml y proporcionaron 750 mg de fraccion de metanol (Fraccion G) llamada
mas adelante PMF

5’-]“ La PMF (1.5) se sometié a cromatografia en columna de gel de silice y se eluy6 con los siguientes
<1 sistemas de disolventes cada 250 ml. Cloroformo, 10% de metanol en cloroformo, 20% de metanol
. en cloroformo, 30% de metanol en cloroformo, 40% de metanol en cloroformo, 60% de metanol en
cloroformo seguido de metanol

Siete subfracciones (G1, G2, G3, G4, G5, G6 y G7)
G7 llamada mas adelante PMFK
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