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DESCRIPCION
Extracto vegetal y su uso terapéutico
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a un extracto vegetal y a su uso terapéutico.
Antecedentes de la invencion

El documento WO 03/101479 A1 describe las valiosas propiedades terapéuticas de una composicién que comprende
varios componentes, tipicamente administrados juntos por inyeccion intramuscular. La composicion que se utilizo en
los ejemplos comprende un extracto de manzanilla, aunque no se le atribuye actividad terapéutica directa; si no que,
se describe como un antiirritante cuya presencia puede aliviar los efectos desagradables de la inyeccion per se.

El documento WO 2007/057651 A1 desvela un proceso para la eliminacion de contaminantes solubles en agua que
tienen grupos lipidicos, especialmente endotoxinas de composiciones acuosas de manzanilla.

En el documento WO 01/13929 A1 se describe un extracto biolégicamente activo sustancialmente puro aislado de
Achillea millefolium. Este extracto, preferentemente un extracto metandlico, tiene actividad antineoplasica y se usa
como agente anticancerigeno.

P. Cernagj et al. en Biologia Plantarum, Mayo de 1983, vol. 25, n.° 3, 1983, paginas 221-224 divulgan un analisis de
cromatografia de gas-liquido de diferentes partes de la inflorescencia de Achillea millefolium. La extraccion se realizé
con n-hexano. Se demostro la presencia de terpenoides y se encontraron diferencias en la composicion entre extractos
de diferentes partes de la inflorescencia.

En el documento WO 2008/146009 A1 se describen los efectos del aceite esencial de manzanilla o el aceite de semilla
de comino negro o una mezcla de ambos aceites sobre la actividad de la 5-lipoxigenasa en la linea celular de
granulocitos humanos HL 60 y sobre la sintesis de ADN en la linea celular de glioblastoma humano U87MG. En esta
referencia también se describen los efectos de dichos aceites en la liberacion de IL-6 en la linea celular de macréfagos
humanos THP1 y en la sintesis de ADN en la célula de cancer de prostata humana DU 145.

R. D. Loggia et al. en Pharmacological Research Communications, vol. 14, n.° 2, 1982, paginas 153-162 informan de
los efectos depresivos de un extracto acuoso de Chamomilla recutita (L.) Rausch, flores tubulares, en el sistema
nervioso central en ratones.

En el documento US 6 300 370 B1 se describe un proceso para fabricar aceite esencial de manzanilla. En este proceso,
un residuo de extraccion de manzanilla se somete a una destilacion al vapor o a una destilacién acuosa. Dicho residuo
de extraccion de manzanilla se obtiene mediante el tratamiento de flores y tallos de manzanilla con un disolvente
acuoso u organico o una mezcla de los mismos, con o sin una destilacion de vapor anterior del material de partida.

P.Vilagines, P. Delaveau y R. Vilagines "Inhibition de la replication du poliovirus par un extrait de Matricaria chamomilla
(L.)", Comptes Rendus de I'Academie des Sciences, Serie Ill, Tomo 301, N.° 6, 1985, paginas 289 a 294 describen el
efecto de un extracto hidroalcohdlico de Matricaria chamomilla L. sobre el crecimiento del virus de la poliomielitis de
tipo 1. Cuando este extracto de manzanilla se agrega durante la etapa temprana del desarrollo del virus de la
poliomielitis, luego dicho extracto inhibe la sintesis de ARN celular y virico. Esta inhibicion es parcialmente reversible.

Objetos de la invencion

Es un objeto de la presente invencion proporcionar una composicion para el tratamiento de una afeccion virica y/o
proliferativa anémala.

Es un objeto adicional de la presente invencion proporcionar una composicién para la sincronizacion y la detencion de
la fase S de células de mamifero proliferativas andémalas, especialmente de células cancerosas, en el cuerpo humano
o animal.

Esta sincronizacién comprendera la induccion de la ornitina descarboxilasa y/o la inhibicion de la topoisomerasa II.
También es un objeto de la presente invenciéon proporcionar una composicion para el tratamiento de una afeccion
proliferativa anémala en la que el tratamiento comprende la administracion simultanea o secuencial de la presente
composicion y de al menos un agente antitumoral.

Estos objetos se obtienen con la presente invencion.
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Sumario de la invencion
La invencion se caracteriza por las caracteristicas definidas en las reivindicaciones independientes.
Se definen realizaciones preferidas en las reivindicaciones dependientes.

La presente composicion también puede consistir en un extracto organico de al menos una planta Chamomilla y/o de
al menos una planta de Achillea y de al menos un agente antitumoral, y ocasionalmente de al menos un agente auxiliar
farmacéutico y/o dermatoldgico aceptable.

Sorprendentemente, ahora se ha descubierto que un extracto de manzanilla, obtenido de las cabezas de las flores, tal
como el descrito en el documento WO 2007/057651 A1, tiene valiosas propiedades terapéuticas. En particular, se ha
descubierto que puede reducir la sintesis de ADN y ARN sin un efecto sustancial en la sintesis de proteinas, de la que
se puede deducir la utilidad en el tratamiento del cancer.

Aun mas sorprendente, se ha descubierto que los extractos organicos de las flores tubulares de Matricaria recutita L.
(Flores tubiformis) son adecuadas para la sincronizacion y la detencion de la fase S de células de mamiferos
proliferativas anémalas, especialmente de células cancerosas.

Esta sincronizacion tiene lugar debido a la induccion de la ornitina descarboxilasa (transferencia de fase Gy a la fase
G/) y la inhibicién de la topoisomerasa Il (acumulacion y detencion en la fase S temprana).

También se descubrié que la inhibicion de la topoisomerasa Il era mas de 100 veces mas fuerte con un extracto
organico que con un extracto acuoso (con respecto a la concentracion para la inhibicion completa de la enzima).

Debido al hecho de que la inhibicién de la topoisomerasa Il es crucial para la eficacia de la sincronizacion celular de
los extractos organicos de las flores tubulares de Matricaria recutita L., (Flores tubiformis) de la presente invencion son
mucho mas potentes que los extractos acuosos correspondientes.

Descripcion de la invenciéon

La invencion se basa en datos obtenidos usando un extracto acuoso de manzanilla y en datos obtenidos usando
extractos organicos, especialmente extractos alcohdlicos, por ejemplo extractos etandlicos, de las flores tubulares de
Matricaria recutita L., (Flores tubiformis). Los extractos acuosos sirven solo como ejemplos comparativos.

Las evidencias disponibles muestran que el extracto acuoso de manzanilla obtenido como se describe a continuacion
mantiene la biosintesis de proteinas, mientras que la biosintesis de ADN y ARN se reduce. Esta es una buena medida
de las propiedades deseables de este extracto.

Los extractos acuosos y/u organicos pueden obtenerse mediante cualquier procedimiento adecuado conocido por los
expertos en la materia. Los extractos se pueden obtener usando un medio acuoso y/u organico, especialmente un
medio alcohdlico, tal como un medio etandlico, y separado de otros componentes.

Un procedimiento preferido para la preparacién de un extracto acuoso se describe en el documento WO 2007/057651
A1,

Preferentemente, la composicion segun la presente invencion comprende ademas al menos un componente
seleccionado del grupo que consiste en recursos farmacéuticos, preferentemente seleccionados del grupo que
consiste en agentes farmacéuticos y excipientes farmacéuticos.

El extracto acuoso puede someterse a un proceso de purificacion. Dicho extracto comprende una mezcla de multiples
componentes de componentes solubles en agua. Se puede obtener afiadiendo agua a la parte apropiada de la planta,
para obtener una suspension que generalmente se calienta a una temperatura inferior al punto de ebullicién del agua,
por ejemplo, 90-94 °C, y luego se enfri a temperatura ambiente.

El extracto acuoso se somete luego a dos etapas de filtracion. Solo con fines ilustrativos, éstas se describiran a
continuacion como microfiltracion y ultrafiltracion, respectivamente. Otras técnicas, tales como el uso de una barrera
lipofilica, pueden ser adecuadas. Cada etapa de filtracion puede realizarse en una, dos o mas de dos etapas, si se
desea.

La microfiltracién se aplica para eliminar el material que de otra manera comprometeria la eficacia de la etapa de
ultrafiltracion.

En la siguiente parte se describen posibles realizaciones de la presente invencion. Los siguientes ejemplos ilustran la
presente invencion.
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El analisis de las endotoxinas bacterianas de las muestras obtenidas en los Ejemplos se realizd con el ensayo Cambrex
PyroGene usando un factor de dilucion de 1:10.000.

Ejemplos 1y 2 (ejemplo comparativo)

Se mezclaron 45 g de flores de manzanilla tubulares amarillas (Chamomilla recutita) con 900 g de agua (Aqua
purificata, Ph. Helv.). Esta mezcla se calentd a una temperatura entre 90 °C y 94 °C en 20 a 30 minutos.
Posteriormente, la mezcla se almacend a temperatura ambiente (15 °C a 25 °C) hasta que se alcanzé una temperatura
entre 30 °Cy 35 °C.

El resto del farmaco se elimind por filtracién en capa profunda. El filtrado bruto obtenido se aclaré por filtracion a través
de una membrana de 0,22 um.

Al filtrado aclarado, se le afiadié el 0,3 % (Ejemplo 1) o el 0,1 % (Ejemplo 2), con respecto a la masa del extracto, de
aceite de ricino (Ph.Eur.). La mezcla obtenida se homogeneiz6 durante 5 minutos. Este extracto asi preparado se filtrd
(en modo de flujo tangencial) con recuperacion del retenido a través de una membrana de 0,22 pm.

El filtrado obtenido se filtré (en modo de flujo tangencial) con recuperacioén del retenido a través de una membrana de
0,1 um. Por ultimo, el filtrado obtenido se filtré (en modo de flujo tangencial) con recuperacion del retenido a través de
una membrana de 1000 kDa. Restos de endotoxinas bacterianas en cada filtrado final: < 100 UE/m.

Ejemplos 3 a 5 (ejemplo comparativo)

Se repitid el ejemplo 1, salvo que, en lugar de aceite de ricino, al filtrado aclarado se le afiadio el 0,3 % (Ejemplo 3), el
1,0 % (Ejemplo 4; VIP-E_Matr'06_1003) y el 3,0 % (Ejemplo 5), con respecto a la masa del extracto, de mygliol (Ph.
Eur.).

Restos de endotoxinas bacterianas en cada filtrado final: < 100 UE/m.

Ejemplo 6 (ejemplo comparativo)

Este ejemplo usa un protocolo revisado, en el que se realizaron calentamiento y enfriamiento, no en un autoclave sino
en un recipiente de doble capa de 10 litros bajo agitacion (temperatura maxima del dispositivo de calentamiento de

140 °C).

Se afiadié Mygliol en lugar de aceite de ricino. El mygliol era "Mygliol 812 para uso parenteral" de Hanseler. La mezcla
se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos, en lugar de homogeneizacion.

Las microfiltraciones de acuerdo con el proceso descrito anteriormente se realizaron todas con sistemas Millipore
Pellicon 2. Para una mejor practicabilidad y evitar procedimientos de limpieza que requieren mucho tiempo, las
microfiltraciones en este ejemplo se realizaron con el siguiente equipo:

Filtracion Sistema de filtro Cartucho
Filtracion de 0,2 um Millipore Pellicon 2 Durapore 0,2 u, C-screen
Filtracion de 0,1 um Filtro unidireccional Millipack 200, 0,1 um

Filtracién de 1000 kDa Millipore Pellicon 2 Biomax 1000 kDa, V-Screen
Filtracion de 0,2 um Filtro unidireccional Millipack 200, 0,2 ym

Ademas, se afiadio fenol, para estabilizar el extracto. La cantidad de fenol afiadido fue de 6,0-8,0 mg/ml. Se afiadié
después de la filtracién de 1000 kDa. Después de la adicion, la suspension se agitd durante aproximadamente 10
minutos, hasta que todo el fenol se disolvio.

El nivel de endotoxina fue bajo en cada caso.
Ejemplo 7 (Preparacion de un extracto liquido ViP-E_Matr'08_1102)

100 g de flores tubulares de la inflorescencia de Matricaria recutita L. se extrajeron bajo agitacion a una temperatura
entre 40 °C y 60 °C durante 2 horas con 500 g de etanol al 80 % (m/m), correspondiente a una relacion
farmaco/disolvente de 1/5. Posteriormente, la preparaciéon se sometié a una filtracién en capa profunda usando un
filtro de celulosa (AF 6 Filtrox®). Se obtuvieron 385 g de un extracto liquido claro de color marrén oscuro con un
contenido sélido del 4,43 % (m/m).
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Ejemplo 8 (Preparacion de un extracto liquido ViP-E_Matr'08_1106)

100 g de flores tubulares de la inflorescencia de Matricaria recutita L. se extrajeron bajo agitacion a una temperatura
entre 40 °C y 60 °C durante 2 horas con 500 g de etanol al 90 % (m/m), correspondiente a una relacion
farmaco/disolvente de 1/5. Posteriormente, la preparaciéon se sometié a una filtracién en capa profunda usando un
filtro de celulosa (AF 6 Filtrox®). Se obtuvieron 398 g de un extracto liquido claro de color marréon oscuro con un
contenido solido del 1,89 % (m/m).

Ejemplo 9 (Preparacion de un extracto liquido ViP-E_Matr'08_1105)

100 g de flores tubulares de la inflorescencia de Matricaria recutita L. se extrajeron bajo agitacion a una temperatura
entre 40 °C y 60 °C durante 2 horas con 500 g de etanol al 99,9 % (m/m), correspondiente a una relacion
farmaco/disolvente de 1/5. Posteriormente, la preparaciéon se sometié a una filtracién en capa profunda usando un
filtro de celulosa (AF 6 Filtrox®). Se obtuvieron 412 g de un extracto liquido claro de color marréon oscuro con un
contenido solido del 1,54 % (m/m).

Los siguientes ejemplos ilustran el perfil de actividad farmacoldgica de los extractos de los ejemplos 4, 7, 8 y 9.
Ejemplo 10 (ejemplo comparativo; Induccion de la expresion de ornitina descarboxilasa)

Con el extracto liquido VIP-E_Matr'06_1003 preparado segun el ejemplo 4 se llevaron a cabo experimentos de
expresion de ornitina descarboxilasa.

Para la medicién de la induccién de la expresion de ornitina descarboxilasa, este extracto se afiadié a las células
HepG2 en concentraciones de 150, 100 o 30 pg/ml. Las células asi tratadas se cultivaron durante 6 horas, 24 horas,
0 48 horas en medio de cultivo FBS al 10 %.

Luego se determind el cambio de la cantidad de la ornitina descarboxilasa por medio del analisis por transferencia de
Western. Es obvio a partir de los datos mostrados en la Figura 9 que el extracto induce la expresion de ornitina
descarboxilasa de una manera dependiente de la concentracion.

Ejemplo 11 (ejemplo comparativo; Inhibicion de la actividad topoisomerasa I)

Con el extracto liquido ViP-E_Matr'08_1102 preparado segun el ejemplo 7 se llevaron a cabo experimentos de
actividad de topoisomerasa | con concentraciones de extracto de 0,3, 1, 3, 10 o 30 pg/ml. Como control positivo se
llevé camptotecina.

Para la medicion de la inhibicion de la actividad de topoisomerasa |, este extracto se anadio a la topoisomerasa | de
ADN humano purificado y al "Kit de deteccién de farmacos Topoisomerasa I" de TopoGEN. De este modo, se procedid
de acuerdo con el protocolo del fabricante. EI ADN se separd por electroforesis en un gel de agarosa y se visualizé
bajo luz UV después de teiiir con bromuro de etidio. Con este enfoque, el ADN relajado (topoisémeros) generado por
la topoisomerasa | podria detectarse y separarse claramente del sustrato de ADN superenrollado. Es obvio a partir de
los datos mostrados en la Figura 10 que el extracto inhibe la actividad de topoisomerasa | solo muy débil pero de una
manera dependiente de la concentracion.

Ejemplo 12 (Inhibicion de la actividad de topoisomerasa )

Con el extracto liquido ViP-E_Matr'08_1102, preparado de acuerdo con el ejemplo 7, el extracto liquido ViP-
E_Mtatr'08_1106, preparado segun el ejemplo 8, o el extracto liquido ViP-E_Matr'08 1105, preparado de acuerdo con
el ejemplo 9, se llevaron a cabo experimentos de actividad de topoisomerasa Il con concentraciones de extracto de
0,3, 1 0 3 pg/ml. Como control positivo se llevo etopdsido.

La inhibicion de la topoisomerasa Il se determiné usando ADN humano purificado de topoisomerasa lla y el "Kit de
deteccién de farmacos Topoisomerasa II" de TopoGEN.

De este modo, se procedié de acuerdo con el protocolo del fabricante. EI ADN se separ6 por electroforesis en un gel
de agarosa y se visualizé bajo luz UV después de tefiir con bromuro de etidio. Con este enfoque, el ADN relajado
(topoisdmeros) generado por la topoisomerasa |l podria detectarse y separarse claramente del sustrato de ADN
superenrollado.

Es obvio a partir de los datos mostrados en la Figura 11 que todos los extractos de acuerdo con la presente invencion
inhiben fuertemente la actividad de topoisomerasa Il de una manera dependiente de la concentracion. El grado de
inhibicion aumenta claramente con el aumento de las concentraciones de etanol % m/m como disolvente de extraccion
(99 % > 90 % > 80 %). El extracto preparado con etanol al 99 % m/m mostré una inhibicién practicamente completa
de la actividad enzimatica incluso a una concentracion tan baja como 300 ng/ml.
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Esta inhibicion fue mas de 100 veces mas fuerte que la inhibicién obtenida con el extracto acuoso del ejemplo 4. Se
necesitaron casi 150 pg/ml para la inhibicion completa (datos no mostrados).

Ejemplo 13 (ejemplo comparativo; Induccion de la detencion del ciclo celular en fase S)

Con el extracto liquido VIP-E_Matr'06_1003 preparado segun el ejemplo 4 se llevaron a cabo experimentos de analisis
del ciclo celular. Como control positivo para la detencion del ciclo celular en la fase S, se us6 camptotecina.

Para la medicion de la induccion de la detencién del ciclo celular, este extracto se afiadié a las células HepG2 en
concentraciones de 10, 50, 100 o 150 pg/ml. Las células asi tratadas se cultivaron durante 48 horas en medio de
cultivo FBS al 10 %.

Luego se determind el cambio de la cantidad de células en fase G1, S o G2 del ciclo celular mediante el analisis de
citometria celular.

Es obvio a partir de los datos mostrados en la Figura 12 que el extracto induce una fuerte detencién del ciclo celular
en la fase S ya después de 48 horas de incubacion a concentraciones tan bajas como 10 pg/ml.

Ejemplo 14 (Preparacion de un extracto resinoso)
A partir de un extracto liquido obtenido en analogia con el ejemplo 9, el disolvente se evaporo a presion reducida (300
a 10 mbar) y a temperatura ligeramente elevada (35 °C a 45 °C). Se obtuvieron 6,4 g de un extracto resinoso marrén

oscuro con un contenido de material seco de > 99 % (m/m).

Se descubrio que el extracto resinoso obtenido estaba libre o casi libre de aceites esenciales (< 0,01 % m/m). Se
descubrié que el contenido de etanol era < 0,05 % (m/m), y se descubrié que el contenido de agua era < 0,01 % (m/m).

Ejemplo 15 (Preparacion de un extracto liquido sin agua)

A 6,4 g de un extracto liquido obtenido en analogia con el ejemplo 9 se afiadieron 6,4 g de acido oleico (Ph.Eur.) y
19,2 g de Macrogol 400 (Ph.Eur.).

El etanol se evapord a presion reducida (300 a 10 mbar) y a temperatura ligeramente elevada (35 °C a 45 °C). Se
obtuvieron 31,8 g de un extracto liquido de flujo libre marrén oscuro con un contenido de componentes no volatiles de
> 99 % (m/m).

Se descubri6 que el extracto liquido sin agua obtenido era libre o casi libre de aceites esenciales (< 0,01 % m/m). Se
descubrié que el contenido de etanol era < 0,05 % (m/m), y se descubrié que el contenido de agua era < 0,01 % (m/m).

Ejemplo 16 (Preparacion de un extracto liquido sin agua)

A 10 g del extracto resinoso obtenido en analogia con el ejemplo 14 se afiadieron 10 g de acido oleico (Ph.Eur.) y 20
g de Macrogol 400 (Ph.Eur.).

Esta mezcla se homogeneizo.
El extracto liquido sin agua asi obtenido tenia un contenido de componentes no volatiles de > 99 % (m/m).
Ejemplo 17 (ejemplo comparativo)

Se mezclaron 20 g de flores de manzanilla tubulares amarillas (Anthemis nobilis L.) con 380 g de agua (Aqua purificata,
Ph. Helv.). Esta mezcla se calentd a una temperatura entre 90 °C y 94 °C en 20 a 30 minutos. Posteriormente, la
mezcla se almacend a temperatura ambiente (22 °C) hasta que se alcanz6 una temperatura de entre 30 °C y 35 °C.

El resto del farmaco se elimind por filtracién en capa profunda. El filtrado bruto obtenido se aclaré por filtracion a través
de una membrana de 0,22 um.

Al filtrado aclarado, se afiadié mygliol al 0,3 % (Ph. Eur.), con respecto a la masa del extracto. La mezcla obtenida se
homogeneiz6 durante 5 minutos. Este extracto asi preparado se filtr6 (en modo de flujo tangencial) con recuperacion
del retenido a través de una membrana de 0,22 uym.

El filtrado obtenido se filtré (en modo de flujo tangencial) con recuperacion del retenido a través de una membrana de
0,1 um. Por ultimo, el filtrado obtenido se filtré (en modo de flujo tangencial) con recuperacion del retenido a través de
una membrana de 1000 kDa.

Se obtuvieron 309 g de un extracto acuoso claro con un contenido en material seco del 1,1 % en m/m.
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Ejemplo 18 (ejemplo comparativo)

El mismo procedimiento que en el Ejemplo 17 pero se usaron 20 g de las cabezas de flores enteras de Anthemis
nobilis L.

Se obtuvieron 295 g de un extracto acuoso claro con un contenido en material seco del 1,6 % en m/m.
Ejemplo 19 (ejemplo comparativo)

Se mezclaron 40 g de flores tubulares amarillas (Achillea millefolium L.) con 760 g de agua (Aqua purificata, Ph. Helv.).
Esta mezcla se calenté a una temperatura entre 90 °C y 94 °C en 20 a 30 minutos. Posteriormente, la mezcla se
almaceno6 a temperatura ambiente (22 °C) hasta que se alcanzé una temperatura de entre 30 °C y 35 °C.

El resto del farmaco se elimind por filtracion en capa profunda. El filtrado bruto obtenido se aclaré por filtracién a través
de una membrana de 0,22 um.

Al filtrado aclarado, se afiadié mygliol al 0,3 % (Ph. Eur.), con respecto a la masa del extracto. La mezcla obtenida se
homogeneizo6 durante 5 minutos. Este extracto asi preparado se filtr6 (en modo de flujo tangencial) con recuperacion
del retenido a través de una membrana de 0,22 ym.

El filtrado obtenido se filtré (en modo de flujo tangencial) con recuperacion del retenido a través de una membrana de
0,1 um. Por ultimo, el filtrado obtenido se filtré (en modo de flujo tangencial) con recuperacion del retenido a través de
una membrana de 1000 kDa.

Se obtuvieron 667 g de un extracto acuoso claro con un contenido en material seco del 1,3 % en m/m.
Ejemplo 20 (ejemplo comparativo)

El mismo procedimiento que en el Ejemplo 19 pero se usaron 40 g de las cabezas de flores enteras de Achillea
millefolium L.).

Se obtuvieron 634 g de un extracto acuoso claro con un contenido en material seco del 1,4 % en m/m.
Ejemplo 21

20 g de flores tubulares de la inflorescencia de Anthemis nobilis L. se extrajeron bajo agitacion a una temperatura entre
40 °C y 60 °C durante 2 horas con 100 g de etanol al 99,9 % (m/m), correspondiente a una relacion farmaco/disolvente
de 1/5. Posteriormente, la preparacion se sometié a una filtracion en capa profunda usando un filtro de celulosa (AF 6
Filtrox®). Se obtuvieron 71 g de un extracto liquido claro de color marrén oscuro con un contenido soélido del 1,62 %
(m/m).

Ejemplo 22

40 g de flores tubulares de la inflorescencia de Achillea millefolium L, se extrajeron bajo agitacion a una temperatura
entre 40 °C y 60 °C durante 2 horas con 200 g de etanol al 99,9 % (m/m), correspondiente a una relacion
farmaco/disolvente de 1/5. Posteriormente, la preparaciéon se sometié a una filtracién en capa profunda usando un
filtro de celulosa (AF 6 Filtrox®). Se obtuvieron 153 g de un extracto liquido claro de color marrén oscuro con un
contenido solido del 1,62 % (m/m).

Ejemplo 23 (Sintesis de ADN (Ensayo de incorporacién de BrdU)

El extracto liquido segun el Ejemplo 21 se examind por su capacidad para inhibir la sintesis de ADN en células de
carcinoma hepatocelular humano (HepG2) in vitro.

Para determinar la proliferacion celular, el ADN recién sintetizado se cuantificé utilizando el kit de marcado y deteccion
de 5-bromo-2'-desoxi-uridina (BrdU) Il (Roche Applied Science; Mannheim, Alemania). BrdU es un analogo de timidina
que se incorporaria al nuevo ADN celular. [Véase: Gratzner, H. G. (1982) Science 218, 474-475].

En resumen, las células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) se recogieron por tripsinizacion y se sembraron
a 10.000 células/pocillo en microplacas de 96 pocillos. Después de 24 horas de preincubacion a 37 °C y CO- al 5 %,
las células se trataron con el extracto liquido de acuerdo con el Ejemplo 21 a las siguientes concentraciones durante
30 horas: 0, 1, 3, 10 y 100 pyg/ml.

Luego se afiadieron 10 pl de BrdU (100 uM) a las células y se incubaron adicionalmente durante 18 horas. Después
de la incubacion, las células se lavaron 3 veces con medios de cultivo para eliminar el exceso de BrdU antes de fijarlas
con etanol. Antes de la incubacion con el anticuerpo anti-BrdU, marcado con peroxidasa (POD), el ADN se digirié
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parcialmente con nucleasas para permitir que el anticuerpo acceda a la BrdU incorporada. Después de lavar el exceso
de anticuerpo, se afadio el sustrato POD ABTS. POD cataliza la escisiéon de ABTS, produciendo un producto de
reaccion coloreado. La absorbancia del producto de reaccion se midié a 405 nm (longitud de onda de referencia a 490
nm) con un lector de microplacas multifuncional Safire (Tecan, Mannedorf, Suiza). La absorbancia medida por pocillo
se correlaciona directamente con el nivel de BrdU incorporado en el ADN celular.

Los puntos de muestra se midieron por triplicado; los errores se expresaron como desviacion estandar (datos no
mostrados).

Los datos de las muestras se expresaron como un porcentaje de los valores de control del disolvente, y los valores de
Clsp se calcularon usando GraphPad Software Inc (Prism, versiéon 5, San Diego, CA. EE.UU.).

Resultados

Los resultados mostraron que el extracto liquido de acuerdo con el Ejemplo 21 tenia un valor de Clsp de
aproximadamente 7 pug/ml (6,228 a 7,881 pg/ml). Por lo tanto, dicho extracto liquido inhibié el crecimiento de células
de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) de una manera dependiente de la dosis.

Las composiciones de acuerdo con la invencion pueden formularse mediante métodos conocidos por los expertos en
la materia. Se deben usar componentes farmacéuticamente aceptables.

La administracion es preferentemente por inyeccion intravenosa o, mas preferentemente, por inyeccion intramuscular.
La composicion farmacéutica que contiene el principio activo puede estar en forma adecuada para su uso oral.

El uso terapéutico implica el tratamiento (y posiblemente también la prevencién) del cancer, por ejemplo cancer de
pulmén, cancer de higado y cancer de pancreas. Otros usos incluyen afecciones tépicas como la psoriasis,
esclerodermia y pénfigo, bronquitis infecciosa, canceres que incluyen sarcomas (como el sarcoma de Kaposi),
leucemia, cancer de piel y carcinomas cuyo tratamiento se ilustra especificamente a continuacion, asi como el SIDA.
De forma mas general, la composicion puede usarse para terapia de afecciones proliferativas y viricas, especialmente
aquellas asociadas con los virus de ADN o ARN. La accién sobre los virus de ARN puede ser directa, mientras que la
accion sobre los virus de ADN y el cancer al menos puede ser progresiva. EI medicamento también puede ser util en
la terapia de otros trastornos genéticos, como las enfermedades de las neuronas motoras y la esclerosis multiple.

El medicamento también se puede usar para tratar otras afecciones viricas. Por ejemplo, el virus puede ser un
coronavirus, como en el caso del SARS (sindrome respiratorio agudo severo). Adicionalmente, el medicamento puede
tener utilidad en medicina veterinaria, por ejemplo, en enfermedades de las aves como la enfermedad de Newcastle y
la viruela aviar.

El siguiente estudio ilustra aspectos adicionales obtenidos con el extracto segun el ejemplo 4 (un ejemplo comparativo).
En la siguiente parte se da una breve descripcion de las Figuras:

La Figura 1 se refiere al Sistema 4 y muestra el efecto del extracto segun el ejemplo 4 sobre la sintesis de ADN
(A), en la sintesis de ARN (B) y en la sintesis de proteinas (C) en células HepG2. Las concentraciones de extracto
utilizadas son 150, 500 y 1660 pg/ml.

La Figura 2 esta en analogia con la Figura 1, pero las concentraciones de extracto utilizadas son 10, 50, 100 y 150
pg/mi.

La Figura 3 se refiere al Sistema 4 y muestra el efecto del extracto segun el ejemplo 4 sobre la sintesis de ARN
(A) y la biosintesis de proteinas (B), calculado considerando los resultados mostrados en la Figura 2 (A).

La Figura 4 se refiere al Sistema 4 y muestra el efecto del extracto segun el ejemplo 4 sobre la sintesis de ADN
(A), en la sintesis de ARN (B) y en la sintesis de proteinas (C) en células HT1376. Las concentraciones de extracto
utilizadas son 150, 500 y 1660 pg/ml.

La Figura 5 se refiere al Sistema 4 y muestra el efecto del extracto segun el ejemplo 4 sobre la sintesis de ADN
(A), en la sintesis de ARN (B) y en la sintesis de proteinas (C) en células C33-A. Las concentraciones de extracto
utilizadas son 150, 500 y 1660 pg/ml.

La Figura 6 se refiere al Sistema 5 y muestra el efecto del extracto segun el ejemplo 4 sobre la induccién de la
apoptosis en células HepG2 después de 24 horas. Las concentraciones de extracto utilizadas son 10, 50, 100, 150
y 300 pg/ml.

La Figura 7 se refiere al Sistema 5 y muestra el efecto del extracto segun el ejemplo 4 sobre la citotoxicidad
(integridad de la membrana) en células HepG2 después de 24 horas. Las concentraciones de extracto utilizadas
son 10, 50, 100, 150 y 300 pg/ml.

La Figura 8 se refiere al Sistema 5 y muestra el efecto del extracto segun el ejemplo 4 sobre la induccién de la
apoptosis en células HepG2 después de 48 horas. Las concentraciones de extracto utilizadas son 10, 50, 100, 150
y 300 pg/ml.

La Figura 9 se refiere al ejemplo 10 y muestra el efecto del extracto segun el ejemplo 4 sobre la induccion de la
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expresion de ornitina descarboxilasa en células HepG2 después de 6, 24 y 48 horas. Las concentraciones de
extracto utilizadas son 30, 100 y 150 pg/ml.

La Figura 10 se refiere al ejemplo 11 y muestra el efecto del extracto segun el ejemplo 7 sobre la inhibicion de la
topoisomerasa | en un ensayo sin células. Las concentraciones de extracto utilizadas son 0,3, 1, 3, 10 y 30 pg/ml.
Como control positivo se utilizd camptotecina.

La Figura 11 se refiere al ejemplo 12 y muestra el efecto de los extractos de acuerdo con los ejemplos 7, 8 y 9
sobre la inhibicién de la topoisomerasa Il en un ensayo sin células. Las concentraciones de extracto utilizadas son
0,3, 1y 3 yg/ml. Como control positivo se utilizé etopodsido.

La Figura 12 se refiere al ejemplo 13 y muestra el efecto del extracto segun el ejemplo 4 sobre la induccién de la
detencion del ciclo celular en fase S en células HepG2. Las concentraciones de extracto utilizadas son 10, 50, 100
y 150 pg/ml. Como control positivo se utilizé camptotecina.

La Figura 13 se refiere al ejemplo 12 y muestra el efecto del extracto segun el ejemplo 7 sobre la inhibicion de la
topoisomerasa Il en un ensayo sin células. Las concentraciones de extracto utilizadas son 0,3, 1, 3, 10 y 30 pg/ml.
Como control positivo se utilizé etopésido. Por razones de comparacion, se utilizaron 0,3, 3 y 30 yg/ml de a-
bisabofol 0 0,3, 3 y 30 ug/ml del aceite esencial de Matricaria recutita L.

1) Objetivo del estudio

Sistema 4: biosintesis de ARN, ADN y de proteinas

La influencia del extracto segun el ejemplo 4 en la biosintesis de ARN, ADN y proteinas utilizando tres lineas celulares
diferentes (HepG2: células de carcinoma de higado; C33-A: células de carcinoma de cuello uterino y HT1376: células
de carcinoma de vejiga) se examiné in vitro.

Sistema 5: Apoptosis e integridad de membrana

Ademas, la influencia del extracto segun el ejemplo 4 en la induccién de apoptosis se probd en células HepG2. Al
mismo tiempo, se examino la citotoxicidad (integridad de la membrana) del extracto segun el ejemplo 4 en células
HepG2.

2) Material y métodos

2. 1) Muestras y preparacion de muestras

Tipo de

Extracto Descripcion Origen Lote
extracto

flores tubulares de Matricaria

VIP-E_Matr'06_1003 .
recutita

Pentapharm | 578-01/End; 20.7.2006 Acuoso

Se prepar6 VIP-E_Matr'06_1003 de acuerdo con el ejemplo 4.

2.2) Condiciones de ensayo

Ensayo Lineas celulares _Tlempo 'c!e Muestra Concentracion de muestra
incubacion
o HepG2C33-A VIP- 150 /500 / 1660 pg/ml 10 /50 /
Sintesis de ARN HT1376 24horas | £ Matr0s_1003 100/ 150 pg/mi
o HepG2C33-A VIP-
Sintesis de ADN HT1376 24 horas E_Matr06_1003 150/500/ 1660 ug/mi
Co . HepG2C33-A VIP-

Biosintesis de proteinas HT1376 24 horas E_Matr06_1003 150/500/ 1660 ug/mi
Apoptosis HepG2 24 horas Vip- 10/50/100 /150 /300 pg/mi
pop P E_Matr'06_1003 Hg
Apoptosis HepG2 48h V'P'ETO'\(’)'g" 06_| 10/50/100 /150 /300 pg/ml

Citotoxicidad (integridad de VIP-
la membrana) HepG2 24 horas E_Matr06_1003 10, 50, 100, 150, 300 ug/ml
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2.3) Ensayos
2.3.3) Sintesis de ARN/ADN

Para la sintesis de ARN y ADN, las células de ensayo (HepG2: carcinoma hepatocelular, humano, C33-A: carcinoma
de cuello uterino, humano y HT1376: carcinoma de vejiga, humano) se recolectaron por tripsinizacién y se sembraron
a 10.000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos. Después del tratamiento de las células con las muestras a las
concentraciones requeridas, la placa se incubd durante 2 horas a 37 °C y con CO3 al 5 %. Las células fueron pulsadas
con 5-3H-uridina (1 uCi/ml) (Perkin Elmer) para la sintesis de ARN y con 6-3H-timidina (1 uCi/ml) (Perkin Elmer) para
la sintesis de ADN durante un periodo de incubacion adicional de 24 horas, Las células se lavaron con PBS y se fijaron
dos veces con metanol durante 5 minutos. La proteina fue precipitada por TCA 0,3 N. Después de una etapa de lavado,
se afadieron 150 yl de NaOH 0,3 N durante 15 minutos para lisar las células. Los controles negativos t(0) se llevaron
a cabo con las muestras sin células.

Para detectar la 5-*H-uridina incorporada para la sintesis de ARN y la 6-3H-timidina para la sintesis de ADN, las
muestras se transfirieron en tubos de centelleo con una mezcla de centelleo. La cuantificacion se realizd6 en un
contador de centelleo liquido Tri-Carb 1900 TR (Packard, EE. UU.).

El efecto de varias concentraciones de muestras se midié determinando la cantidad de radiomarcador (dpm) en las
condiciones del ensayo. Los valores relacionados con la dosis se expresaron como un porcentaje de los valores de
control positivo. Los puntos de muestra se midieron como duplicados, los errores se expresan como diferencia de la
media.

La proporcion de incorporacion (%) de 5-3H-uridina celular especifica se calculd teniendo en cuenta los resultados del
ensayo de sintesis de ADN. Los valores de sintesis respectivos (%) se dividieron entre el coeficiente de sintesis de
ADN.

2.3.4) Biosintesis de proteinas

Para la biosintesis de proteinas, las células del ensayo (HepG2: carcinoma hepatocelular, humano; C33-A: carcinoma
de cuello uterino, humano y HT1376: carcinoma de vejiga, humano) se recolectaron por tripsinizacién y se sembraron
a 10.000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos. Después del tratamiento de las células con las muestras a las
concentraciones requeridas, la placa se incubd durante 2 horas a 37 °C y con CO3 al 5 %. Las células fueron pulsadas
con L-[3,4,5-*H (N)]-Leucina, (1 uCi/ml) (Perkin Elmer) durante un periodo de incubacion adicional de 24 horas. Las
células se lavaron dos veces con PBS, se lisaron con tampén RIPA y se incubaron en hielo durante 15 min. El lisado
se transfirid a un tubo. Se afadieron 250 pl de TCA helado (20 %) y las muestras se incubaron en hielo durante 15
minutos mas, Después de la centrifugacion durante 20 minutos a 10.000xg y 4 °C, se retir6 el sobrenadante y el
sedimento se resuspendié en 250 pl de TCA (5 %) y se centrifugd nuevamente. Los lisados recibidos de cada muestra
se resuspendieron en 250 ul de NaOH (0,2 N) y se calentaron durante 2 minutos a 50 °C. Los controles negativos t(0)
se llevaron a cabo con las muestras sin células.

Para detectar la L-[3,4,5-3H(N)]-Leucina incorporada, las muestras se transfirieron en tubos de centelleo con mezcla
de centelleo. La cuantificacion se realizé en un contador de centelleo liquido Tri-Carb 1900 TR (Packard, EE. UU.).

El efecto de varias concentraciones de la muestra se midié determinando la cantidad de radiomarcador (dpm) en las
condiciones del ensayo. Los valores relacionados con la dosis se expresaron como un porcentaje de los valores de
control positivo. Los puntos de muestra se midieron por cuadruplicado, los errores se expresan como desviaciones
tipicas.

La proporcion de incorporacion (%) de L-[3,4,5-3H(N)]-Leucina celular especifica se calculd teniendo en cuenta los
resultados del ensayo de sintesis de ADN, Los valores de sintesis respectivos (%) se dividieron entre el coeficiente de
proliferacion.

2.3.5) Ensayo de apoptosis

Las células HepG2 (carcinoma hepatocelular, humano) se recolectaron por tripsinizacién y se sembraron a 10.000
células/pocillo en 100 pl en una placa de 96 pocillos. Después de 24 h, se afiadieron 20 pl de muestras y 80 pl de
medio fresco (volumen total de 200 pl). La placa se incubd adicionalmente durante 24 horas y en un experimento
adicional durante 48 horas. Después de la centrifugacion de la placa durante 10 minutos a 200xg, el sobrenadante se
desechd y el sedimento se lisd durante 30 minutos a temperatura ambiente en 200 pl de tampon de lisis. El lisado
finalmente se centrifugd durante 10 minutos a 200xg. Los controles de disolvente (= controles negativos) se realizaron
con disolvente en lugar de muestra. La siembra y la incubacion se realizaron en una incubadora a 37 °C y COz al 5 %.

Se determinaron los fragmentos de ADN asociados a histonas citoplasmaticas (mono y oligonucleosomas) en el

sobrenadante de lisado in vitro con un kit ELISAPs de deteccion de muerte celular (Roche, N.° de Cat: 11 774 425
001) segun la recomendacion del proveedor.
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La absorbancia se midié con un dispositivo lector de microplacas (TECAN Infinite M200) a una longitud de onda de A
= 405 nm y una longitud de onda de referencia de A = 490 nm. El factor de enriquecimiento especifico de mono y
oligonucleosomas liberados en el citoplasma se calcul6 de la siguiente manera:

Factor de enriquecimiento = muestra de absorbancia / absorbancia del correspondiente control negativo
Los puntos de muestra se midieron como duplicados, los errores se expresan como diferencia de la media.
2.3.6) Ensayo de citotoxicidad de LDH (induccidn de necrosis)

Ensayo de citotoxicidad de LDH (integridad de la membrana/induccion de necrosis): la citotoxicidad se probd en células
HepG2 (carcinoma hepatocelular, humano). Las células se sembraron en una placa de 96 pocillos a 10.000 células
por pocillo durante la noche. Se afadieron 20 pl de las muestras respectivas y controles de disolvente a las
concentraciones indicadas y 80 pl de medio fresco (volumen total de 200 pl). La siembra y la incubacién se realizaron
en una incubadora a 37 °C y CO; al 5 %. Después de un periodo de incubacién de 24 horas, la integridad de la
membrana se midié con un kit de ensayo de citotoxicidad de LDH (BioVision, n.° K311-400, CA, EE.UU.).

La integridad de la membrana de las células se determiné midiendo la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH)
citosdlica liberada en el medio bajo la influencia de las muestras. La actividad de la enzima se midié determinando el
formazan producido a partir de la sal de tetrazolio INT como sustrato. La cantidad de formazan se midié directamente
determinando la densidad 6ptica (DO) con un lector de placas (TECAN Infinite M200) a una longitud de onda de A =
490 nm.

Para cada concentracion de ensayo, los valores de DO del fondo (mezcla de ensayo con muestras pero sin células)
se restaron de las mediciones de DO con células. Los valores de DO4go se transformaron en valores porcentuales con
lecturas de citotoxicidad del 100 % correspondientes a las mediciones de las células lisadas (triton X-100) con
disolvente, y lecturas de citotoxicidad del 0 % correspondientes a las células incubadas solo con disolvente. Las
mediciones oOpticas se realizaron por duplicado. Los errores se expresaron como diferencia de la media.

4) Sumario

Con respecto a la biosintesis de ADN, ARN y de proteinas del extracto segun el ejemplo 4 mostraron los siguientes
efectos: la sintesis de ADN es dependiente de la dosis suprimida, mientras que hasta dosis considerablemente altas
la sintesis de ARN todavia esta intacta y la biosintesis de proteinas solo se ve afectada marginalmente o, si se adapta
a la cantidad de células proliferativas, incluso aumenta (Figura 3). Este efecto es evidente para las tres lineas celulares
en intervalos de dosificacion no citotdxicos y puede interpretarse como un signo de una detencion celular y una posible
diferenciacion. Todas las células de carcinoma probadas, hepatocarcinoma HepG2, carcinoma de vejiga HT1376 y
carcinoma de cuello uterino C33A, mostraron este fenémeno.

En los experimentos iniciados posteriormente con células HepG2 para la discriminacion entre apoptosis y necrosis
(indicado por la fuga de LDH y la pérdida de integridad de la membrana celular), después de 24 horas, los presentes
inventores no detectaron induccién de apoptosis incluso en la dosis mas alta probada. El extracto segun el ejemplo 4
no mostrd ningun efecto, ni apoptosis ni citotoxicidad.

Por lo tanto, se decidié realizar un experimento adicional con una incubacién de las células durante 48 horas. De forma
interesante, después de 48 horas se descubridé que tampoco habia induccién de apoptosis.

Es evidente a partir de la Figura 13 que el extracto segun el ejemplo 7 muestra una inhibicion total de la actividad de
topoisomerasa |l que comienza a una concentracion de 3 ug/ml. Por debajo de la concentracion de 3 ug/ml no se
detecta inhibicion.

El a-bisabolol, uno de los componentes principales del aceite esencial de una planta Chamomilla, no influyé en la
actividad de topoisomerasa Il en todas las concentraciones probadas.

El aceite esencial de Matricaria recutita L. apenas inhibié la actividad de topoisomerasa Il. Solo se observd una
inhibicion incompleta a una concentracion relativamente alta de 30 pg/ml.

Para los fines de la presente invencion, los términos "que contiene" o "que comprende" significaran que también
pueden estar presentes compuestos o componentes adicionales, mientras que el término "consistir" significara que no
hay presentes compuestos o componentes adicionales a los mencionados explicitamente.
Se desvelan, entre otros:

1. Una composicion que comprende un extracto organico de acuerdo con la reivindicacion 1.

2. La composicién de acuerdo con 1, caracterizada por que dicha composicién comprende ocasionalmente al
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menos un agente auxiliar farmacéuticamente y/o dermatolégicamente aceptable.

3. La composicion de acuerdo con una de 1 a 2, caracterizada por que el tratamiento de la afeccién proliferativa
andmala comprende la sincronizacion y la detencion de la fase S de células de mamifero proliferativas anémalas,
especialmente de células cancerosas.

4. La composicion de acuerdo con 3, caracterizada por que dicha sincronizacién comprende la inducciéon de ornitina
descarboxilasa y/o la inhibicion de topoisomerasas, especialmente topoisomerasa Il.

5. La composiciéon de acuerdo con una de 1 a 4, caracterizada por que dichos extractos organicos se pueden
obtener mediante una extraccién con un alcohol, especialmente un alcohol con 2 a 6 atomos de carbono, por lo
que se prefiere especialmente el etanol, o con una cetona, especialmente una cetona con 3 a 5 atomos de carbono,
por lo que se prefiere especialmente la acetona.

6. La composicion de acuerdo con una de 1 a 5, caracterizada por que los extractos se pueden obtener de las
cabezas de flores de la planta Chamomilla, especialmente Flores tubiformis que estan libres de apigenina y
glucosidos de apigenina, y/o de las hierbas y/o de las cabezas de las flores de la planta Achillea, especialmente
Flores tubiformis.

7. La composicion de acuerdo con una de 1 a 6, caracterizada por que la planta de Chamomilla se selecciona del
grupo que consiste en

- especies de Matricaria, especialmente
- Matricaria recutita L

- Matricaria discoidea DC.

- especies de Anthemis, especialmente
- Anthemis nobilis L

- Anthemis arvensis L

- Anthemis cotula L

- Anthemis tinctoria L

- Ormenis multicaulis Br.-Bl. y Maire

- Eriocephalus punctulatus DC.,

por lo que Matricaria recutita L. es especialmente preferida.

8. La composicion de acuerdo con una de 1 a 7, caracterizada por que las partes de la planta a extraer se someten
previamente a una destilacién al vapor para eliminar los aceites esenciales.

9. La composicion de acuerdo con una de 1 a 8, caracterizado por que el extracto organico liquido primario se
somete a una filtracion de peso molecular para recoger componentes que tienen un peso molecular de menos de
10.000 Dalton y eliminar componentes que tienen un peso molecular de mas de 10.000 Dalton, por lo que la
fraccion de extracto liquido obtenida se procesa ocasionalmente en polvo seco.

10. La composicion de acuerdo con una de 1 a 8, caracterizada por que el extracto organico liquido primario se
somete a una filtracion de peso molecular para recoger componentes que tienen un peso molecular de mas de
10000 Dalton y eliminar componentes que tienen un peso molecular de menos de 10000 Dalton, por lo que la
fraccion de extracto liquido obtenida se procesa ocasionalmente en polvo seco.

11. La composicion de acuerdo con una de 1 a 10, caracterizada por que contiene al menos un agente auxiliar
farmacéutico y/o dermatoldgico aceptable.

12. La composiciéon de acuerdo con una de 1 a 11, caracterizada por que dicho tratamiento comprende la
administracion simultanea o secuencial de la presente composicion y de al menos un agente antitumoral

13. La composicién de acuerdo con 12, caracterizada por que dicho tratamiento comprende

- la administracién de la presente composicion durante al menos 2 dias, preferentemente durante al menos 5
dias para sincronizar dichas células proliferativas anémalas de mamifero, especialmente dichas células
cancerosas, y para detenerlas en la fase S, y luego

- esta administracion se detiene al menos 6 horas, preferentemente al menos 24 horas, antes del inicio de la
administracion de al menos un agente antitumoral, de modo que

- durante la administracion de dicho agente antitumoral, esta composicién no se administra, y por lo tanto

- durante la siguiente fase de lavado de dicho agente antitumoral, la presente composicion tampoco se
administra.

14. La composiciéon de acuerdo con 13, caracterizada por que dicho ciclo de tratamiento se repite al menos dos
veces, preferentemente al menos 3 veces.

15. La composicién de acuerdo con una de 12 a 14, caracterizada por que dicha composiciéon consiste en un
extracto organico de al menos una planta de Chamomilla y/o de al menos una planta de Achillea y de al menos un
agente antitumoral, y ocasionalmente de al menos un agente auxiliar farmacéuticamente y/o dermatolégicamente
aceptable.

16. La composicion de acuerdo con una de 12 a 15, caracterizada por que dicho agente antitumoral es de origen
natural, semisintético o sintético.

17. La composicion de acuerdo con una de 12 a 16, caracterizada por que dicho agente antitumoral se selecciona
del grupo que consiste en

- antimetabolitos,
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- agentes alquilantes de ADN,
- inhibidores de la mitosis, y
- agentes intercaladores de ADN.

18. La composicion de acuerdo con una de 1 a 17, caracterizada por que el extracto primario contiene al menos
un contaminante soluble en agua que tiene grupos lipidicos que se eliminan mediante las siguientes etapas:

(i) poner en contacto la composicién con un componente lipofilico que forma un complejo con el contaminante;
(ii) una primera etapa de eliminacién de eliminar material que tiene un tamafio de particula mayor que el
complejo formado en la etapa (i); y

(iii) una segunda etapa de eliminacion de eliminar el complejo formado en la etapa (i).

19. La composicion de acuerdo con 18, caracterizada por que el contaminante es una endotoxina, preferentemente
seleccionada del grupo que consiste en fragmentos de la pared celular o fragmentos de moléculas que constituyen
la pared celular de bacterias Gram negativas, por ejemplo seleccionados del grupo que consiste en
lipopolisacaridos y carbohidratos que tienen grupos proteicos, en particular glicoproteinas que tienen al menos una
cadena lipidica.

20. La composicion segun una de 18 a 19, caracterizada por que la endotoxina tiene un peso molecular superior a
10000 Dalton, preferentemente en exceso de 5000 Dalton, ain mas preferentemente en exceso de 1000 Dalton y
lo mas preferentemente en exceso de 500 Dalton.

21. La composicion segun una de 18 a 20, caracterizada por que el componente lipofilico es un aceite,
preferiblemente un aceite graso.

22. La composicion segun una de 18 a 21, caracterizada por que la etapa (iii) comprende ultrafiltracion,
preferentemente usando un filiro que tiene un tamafio de poro en el intervalo de 0,001 a 0,02 micrometros, mas
preferentemente de 0,001 a 0,01 micrémetros.

23. La composicion de acuerdo con una de 1 a 22, caracterizada por que el extracto esta libre o esencialmente
libre de endotoxinas, por el cual el extracto contiene endotoxinas en una cantidad de no mas de 100 UE/mI -
unidades de endotoxina por ml segun la Farmacopea Europea, preferentemente no mas de 50 UE/ml, por ejemplo
no mas de 25 UE/ml.

24. La composicion de acuerdo con una de 1 a 23, caracterizada por que el tratamiento se realiza por inyeccién de
la composicién o por administracion oral, rectal o topica.

25. Uso de una composicion que comprende un extracto organico de al menos una planta de Chamomilla y/o de
al menos una planta de Achillea de acuerdo con una de 1 a 24 para el tratamiento de una afeccion virica y/o
proliferativa anémala, con la condicién de que para el tratamiento de dicha afeccién proliferativa anémala se
excluya el extracto mono/unico de Achillea millefolium (L.), y con la condicién adicional de que para el tratamiento
de dicha afeccion virica se excluya el extracto mono/unico de Matricaria chamomilla (L.).

26. Uso de acuerdo con 25, caracterizado por que la composiciéon es una composicién tal como se define en una
de 2 a 24.

27. Uso de una composicion que comprende un extracto organico de al menos una planta de Chamomilla y/o de
al menos una planta de Achillea de acuerdo con una de 1 a 24 para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de una afeccion virica y/o proliferativa anémala, con la condicion de que para el tratamiento de dicha
afeccion proliferativa andmala se excluya el extracto mono/unico de Achillea millefolium (L.), y con la condicion
adicional de que para el tratamiento de dicha afeccion virica se excluya el extracto mono/unico de Matricaria
chamomilla (L.).

28. Un método para el tratamiento del cuerpo humano o animal que padece una afeccion proliferativa anémala y/o
virica, caracterizada por que al paciente se le aplica o administra una composicién que contiene un extracto
organico de al menos una planta de Chamomilla y/o de al menos una planta de Achillea segun una de 1 a 24, con
la condicion de que para el tratamiento de dicha afeccion proliferativa anémala se excluya el extracto mono/tnico
de Achillea millefolium (L.), y con la condiciéon adicional de que para el tratamiento de dicha afeccién virica se
excluya el extracto mono/unico de Matricaria chamomilla (L.).
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende un extracto organico de al menos una planta de Chamomilla y/o de al menos una
planta de Achillea en la que los extractos se pueden obtener de Flores tubiformis de la planta de Chamomilla que estan
separados de la inflorescencia y estan libres de apigenina y glucésidos de apigenina, y/o de Flores tubiformis de la
planta Achillea separada de la inflorescencia, caracterizada por que la planta de Chamomilla se selecciona del grupo
que consiste en

- especies de Matricaria, especialmente
- Matricaria recutita L

- Matricaria discoidea DC.

- especies de Anthemis, especialmente
- Anthemis nobilis L

- Anthemis arvensis L

- Anthemis cotula L

- Anthemis tinctoria L

- Ormenis multicaulis Br.-Bl. y Maire

- Eriocephalus punctulatus DC.,

y caracterizada por que dichos extractos se pueden obtener por extraccion con un alcohol o una cetona,

con la condicién de que para el tratamiento de una afeccion proliferativa andmala se excluya el extracto mono/unico
de Achillea millefolium (L.), y con la condicion adicional de que para el tratamiento de una afeccion virica se excluya
el extracto mono/Unico de Matricaria chamomilla (L.).

2. La composicion segun la reivindicacion 1, caracterizada por que dichos extractos organicos se pueden obtener
mediante una extraccién con un alcohol con 2 a 6 atomos de carbono, por lo que el etanol es especialmente preferido,
o con una cetona con 3 a 5 atomos de carbono, por lo que se prefiere especialmente la acetona.

3. La composicion segun la reivindicacion 2, caracterizada por que dichos extractos organicos se pueden obtener
mediante una extraccion con etanol como disolvente de extraccion, en donde la concentracion de etanol es al menos
el 80 % (m/m), preferentemente al menos el 90 % (m/m) y lo mas preferentemente al menos el 99 % (m/m).

4. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que la planta de Chamomilla
es Matricaria recutita L.

5. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que las partes de la planta
a extraer se someten previamente a una destilacion al vapor para eliminar los aceites esenciales.

6. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada por que es adecuada para la
administracion oral o en una forma adecuada para uso oral.

7. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada por que es adecuada para la
administracion rectal.

8. La composiciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada por que es adecuada para la
administracion tépica.

9. Uso de un extracto organico de al menos una planta de Chamomilla y/o de al menos una planta de Achillea para la
preparacion de una composicion que comprende dichos extractos en donde los extractos se pueden obtener de Flores
tubiformis de la planta de Chamomilla que estan separados de la inflorescencia y son libres de apigenina y glucésidos
de apigenina, y/o de Flores tubiformis de la planta Achillea separadas de la inflorescencia, caracterizada por que la
planta de Chamomilla se selecciona del grupo que consiste en

- especies de Matricaria, especialmente
- Matricaria recutita L

- Matricaria discoidea DC.

- especies de Anthemis, especialmente
- Anthemis nobilis L

- Anthemis arvensis L

- Anthemis cotula L

- Anthemis tinctoria L

- Ormenis multicaulis Br.-Bl. y Maire

- Eriocephalus punctulatus DC.,

y caracterizada por que dichos extractos se pueden obtener por extraccion con un alcohol o una cetona, con la
condiciéon de que para el tratamiento de una afeccion proliferativa anémala se excluya el extracto mono/unico de
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Achillea millefolium (L.), y con la condicién adicional de que para el tratamiento de una afeccion virica se excluya el
extracto mono/unico de Matricaria chamomilla (L.).

10. Uso de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizado por que dichos extractos organicos se pueden obtener
mediante una extraccion con un alcohol con 2 a 6 atomos de carbono, por lo que el etanol es especialmente preferido,
o con una cetona con 3 a 5 atomos de carbono, por lo que se prefiere especialmente la acetona.

11. Uso de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizado por que dichos extractos organicos se pueden obtener
mediante una extraccion con etanol como disolvente de extraccion, en donde la concentracion de etanol es al menos
el 80 % (m/m), preferentemente al menos el 90 % (m/m) y lo mas preferentemente al menos el 99 % (m/m).

12. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, caracterizada por que la planta de Chamomilla es
Matricaria recutita L.

13. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, caracterizada por que las partes de la planta a
extraer se someten previamente a una destilacion al vapor para eliminar los aceites esenciales.

14. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizado por que la composicion es adecuada
para administracion oral o en una forma adecuada para su uso oral.

15. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizado por que la composicion es adecuada
para la administracion rectal.

16. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizado por que la composicion es adecuada
para la administracion tépica.

17. Una composicion para su uso en un tratamiento terapéutico que comprende un extracto organico de al menos una
planta de Chamomilla y/o de al menos una planta de Achillea en la que los extractos se pueden obtener de Flores
tubiformis de la planta de Chamomilla que estan separados de la inflorescencia y estan libres de apigenina y glucésidos
de apigenina, y/o de Flores tubiformis de la planta Achillea separada de la inflorescencia, caracterizada por que la
planta de Chamomilla se selecciona del grupo que consiste en

- especies de Matricaria, especialmente
- Matricaria recutita L

- Matricaria discoidea DC.

- especies de Anthemis, especialmente
- Anthemis nobilis L

- Anthemis arvensis L

- Anthemis cotula L

- Anthemis tinctoria L

- Ormenis multicaulis Br.-Bl. y Maire

- Eriocephalus punctulatus DC.,

y caracterizada por que dichos extractos se pueden obtener por extraccion con un alcohol o una cetona, con la
condiciéon de que para el tratamiento de una afeccion proliferativa anémala se excluya el extracto mono/unico de
Achillea millefolium (L.), y con la condicién de que para el tratamiento de una afeccion virica se excluya el extracto
mono/Unico de Matricaria chamomilla (L.).
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