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CAMPO DE LA INVENCION

La presente Invencidn se rafisre a un compuesto
solissca=id de fdrmaula I gue craesantz zzrividad
inmunoeszimdlante, 2 un procedimiesnto para c¢dtanerls, al
uso cel mismo en el Cratamiento de enfermedades
inmunosugzesoras y a composicionas iarmacéuticas cgue lo

contienen.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Sa puede definir el sistema inmune como el conjunte
d2 moléculas, celulas v 5rganos cuyas complejas
interacciones forman un sistema de emezgencia gue es
capaz, gor lo general, de proteger a un individuo tanto
de los invasores externos como de sus propias células
alteradas.

.

El sistema inmune se puede saparar &n dos parces
funcionalmente distintas: los elementos que son innatos v
los que son adguiridos. La inmunidad innata se reiiere a
elementos inmunes -no especificos v sin capacidad cde
zcdapcacidn. Son capaces de distinguir ios organismos o

tejidos =xtrafios pero son 1incapaces de raconrocer un
s

invasor marticular. Se pueden dividir mejor en barreras
{piel v mucosas), agentes aquimicos no especificos
(enzimas presentes en las secreciones mucosas, quininas 2
histaminas) y células efactoras no especificas
(macréfagos). La inmunidad adguirida se refiere a

elementos especificos y con capacidad cde adaptacién. Son
capaces de distinguir las células extrafias de las
propias, y pueden distinguir un antigeno extrafio cde otro.
Asimismo, la inmunidad adquirida tiene memoria. Esto
permite ia inmunizacion y la resistencia a la reinfeccién
por el mismo microorganismo. Las células que son
responsables de la inmunidad adgquirida son los
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céluyias 8 v células T,

infeccidn natural o vacunacidn (cde un modo =ctivo) o
mediante administracidén ce céiulas inmunes (ce un modo

enta eiectos de

Los pacientes que presentan enfermedades
inmunosuprescras se tratan con inmuncestimuianctes con el
ftin de acrtivar su sistema inmune. Se describen diferentes
inmunoestimulantes en los documentos US 4801578, US
5417%7%2 y WO 9851319, Se dascriben inmunoestimulantas
polisacaridos en los documentos DE 19817177 v E2 0 225
495. Estas patentes dascriben compuestos polisacéridos
con actividad inmuncescimulante asi como la obtencidn de
los mismos a partir de cultivos de células vagecales. Se
emplean plantas como la Echinacea purpurea, la Echinaecea
angustifolia o la Calendula officinalis.

Sin ambarge, ninguno da 25T0S SoOmpuestos

£

oestimulances presentan una actividad ssztisfactoria

s
para las enfermedaces inmunosupresoras. =xisce, por

tanto, la necesidad en la técnica de inmuncestimulances
alternativos que presenten una actividad mejorada vy mas
amplia

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidédn proporciona un compuesto
polisacarido de férmula I que presenta actividad
inmunoestimulante, un procedimiento para obtenerlo, el

uso del mismo en el tratamiento de enfermedades
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inmunosupresoras v composiciones Zarmacéuticas Jue lo
concienern.

Un aspecto de lz invencisn se refisre a ccmpues:tos
polisacédridos de férmula =
Zsguema I

13
a-L-Araf - o-L-Araf
3

-6 b6 b6 b6 1=

(—— B-D-Galp— B-D-Galp —— p-D-Galp— p-D-Galp

I+3 1+3 ,Pﬁ
o-L-Rhap —— a-L-Araf — a-L-Araf

)a

en la que n =7 a 8.

Un segundo aspecto de la invencidon se refiere al
procedimiento para obtener el compuesto polisacérido de
férmula . Este procedimiento comprende, en primer lugar,
la obtencion de un extracto acuoso de la planta Calendula

feinaiis Za acusrzZo con un Drocadimiento daszrizo en

")

tna solicitud do patenta eon tramitacidn junto con la
presente de los autoras cd2 esta invencidn y, en sagundo
lugar, =2l aislamiento del polisacirido empleando una
combinacion de técnicas de separacidén controladas
mediante bioensavo.

. Otro aspecto de la invencidén se refiere al uso del
presente compuesto polisacarido de férmula I como agente
terapéutico en el tratamiento de enfermedades
inmunosupresoras tales como cancer, tuberculosis, gripe,
resfriado comun, alergias, lupus eritematoso, psoriasis y

SIDA.



it

b
w

29

(18]
(W]]

30

Otro aspecro de la invencisn se refliesre a
composiciones farmacsducticas gue incityen el compuasto
1

La Figura eg un esguema cdel aislamientd de 2?72,
es un esguema del aislamiento de PT2R

La rigura
La r

es el espectro E~RMM ce PT2RSBA.
es el espectro *’C-RMN de PE2RSS8A.

La Figura 5 es la TLC, K6 de 1los productos de
hidrdlisis de PF2RSBR con TFA y otros monosaciricos.
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La rigura

La Ffigura & es un esquema cel aislamiento de
DF2RS882, es decir, 2l polisacirido cde férmula I.

La Figura 7 es el periil HPLC de PF2RS3B2 con un
detector de dispersidn de luz por evaporacidn.

La Figura 8 es el perfil HPLC de PF2RS8B2 con un
detector fotodiddico de UV.

La Figura 9 es el espectro 'H-RMN de PT2RS58B2.
a Tabla 1 muestra el efecto de las muestiras
DT2RS8A v PF2RS8B2 sobre la transformacién linfocitica.
2 Tigura 10 es el espesctro *3C-EMM da PT2RS5332, es
cdecir, el polisacdricdo cde férmuiz I.
igura il es el espectro DEPT-135 de PF2RS832.
igura 12 es el espectro DEPT-90 de PF2RS832.

La Figura 13 es el espectro HMQC de PFr2RS8B2.

La fTigura 14 es el espectro COSY 'H-'H de PF2RS8B2.

La Figura 15 es el espectro COSY !H-'H de PF2RSB832.

La Figura 16 es el espectro HMQC de Pr2RS8B2.

La Tabla 2 muestra el espectro !’C-RMN de PF2RS832.

La Figura 17 es el espectro HMBC de PF2RS8B2.

La Figura 18 es el espectro HMBC de PF2RS8B2.

La Figura 19 es la TLC de los productos de
hidrdlisis de PF2RS8B2 con TFA y otros monosacaridos.
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La Figura 20 es el diagrama ce medigZe cde los cesos

molecularas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

in

Como se ha aencionade antceriormente2, 21 primer
aspectd de la invencidn se refiere s un compuesteo
polisacédrido de férmula I:

Zsquema I

I+3
o-L-Araf —a-L-Araf
+6 | b3 b6 6 b6 I+
(— p-D-Galp—p-D-Galp—— B-D-Galp— p-D-Galp—),
B3 b3 b3
a-L-Rhap——a-L-Araf —— a-L-Araf
10

en la quen =7 a8

La estructura configuracional del compuesto de férmula I

es:
13 Zsquema I

en la quen=7a8
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zi compuasto oolisacdrido presentca un oeso

molecular medis da aproximadaments 10.000.

£l sagundo aspectc de la invencidén se refiere al
procedimiento para obtaner el compuesto polisacidrido de
f6rmula I. Este procedimiento comprende, en primer lugar,
la obteacidén de un extracto acuoso de la planczs Calendula
officinélis de acuerdo con un procedimiento descrito en
una solicitud de patente en tramitacidén junto con la
presente de 1los autores de esta invencidn ctitulada
"orocedimiento para preparar extractos acuosos de plantas
y extractos obtenidos de este modo" vy Dpresentada
simultiéneamente con la presente solicitud con numeroc de
serie -—--—-—== v, en segundo lugar, el aislamiento del
polisacdrido mediante una combinacidn de técnicas de
separacién controladas mediante 2ioensayo.

£l extracto acuoso de la Calendula officinalis se
obtiene sometiendo las flores de esta planta al siguiente
procedimiento:

a) Descontaminacidn de ias Flores

b) Trituracidn de las flor

c) Tratamiento de las flores trituradas con una
radiacidn léaser.

d) Suspensidn de la mezcla obtenida an la etapa c)
en agua. '
e) Maceracidén de la suspension obtenida en la etapa
d) .

f) Separacién del liquido zesultante.

La descontaminacidén {etava a) se lleva &a cabo
mediante lavado de las flores de Calendula officinalis
con agua. La cantidad de agua empleada en- esta etapa no
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contaminacidén de Lla slanta. Auncue no s& cdascartan

temperaturas superioras o infericres, 1a temperatura del

agua debe estar eactre 10 °C v 40 °C, preferiblemente

antre 20 °C y 35 °C, siendo io mas preferible cue sea de
el

28 °C. Se puede emplear un tun de lavado para facilitar

esta etapa. Ni & cancidad <e aqua ni el tiempo de
residencia de ia planta en el tinel de lavade son
determiﬁaﬁtes ¥, por tanto, pueden variar dependiendoc del
estado da contaminacidén de la planta. La etapa de lavado
puede efectuarse varias veces, con una etapa de secado
entre ellas. Esta etapa de secado se lleva a cabo

preferiblemehte dejando la planta al sol.

Una vez que se nhan descontaminado las flores, se
tricuran (etapa b) mediante procedimientos convencionales
taies como usando una maguina de txituracidén o, incluso,
de forma manual. Aungue no se descartan temperaturas
superiores o inferiores, la temperatura a la cue se
trituran las flores debe estar entre 10 °C v 40 °C.

Las flores ctrituradas se someten después a un
cde
co

tratamiento con radiaciodon liser (etapa c¢). Como fient

Q.

la raciacidn léser, se prefiere emplear un liser
tineal rojo con una capacidad de gensracidn csz zzmdnicos
con longitudes de onda en el intervalo de 150 a 810 nm.
M&s preferiblemente, la longitud de onda de la radiacién
laser es de 200 a 400 nm y lo mas preferible es que sea
de 250 nm. La potencia de 1la radiacién laser es
preferiblemente de 1 a 60 vatios, mds preferiblemente de
10 & 30 vatios y lo mas preferible 2s que sea de 20
vatios. La mancha focal tiene preferiblemente de 1 a 6 mm
de diédmetro, mas preferiblemente de 2 a 5 mm y lo més
preferible es gue sea de 4 mm. La planta triturada se
expone a la radiacidén laser de modo que se -irradie toda o
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un conjunto de varios generadcres da liser.
Preferibiemente, se trata cada kilogramo de matersia
triturada con la radiacidén laser durantz2 un seriosco de 3
3 10 minutos, m&s preferiblemente durante un periodo de 5
minucos. Aungue no se descartan temperaturas superiores o
inferiores, la temperatura a la gque s=2 trata la planta
triturada con la radiacidn laser debe estar entra 10 °C y
40 °C.

agua {(ecapa d}. ZIn esta etapa, se¢ puede emplear cualcuier
agua mineral comercial. La suspensidén se lleva a czabo de
modo gus haya de 30 a 300 gramos, preferiblementz de 100
a 250 gramos, de la materia tratada con liaser por iitro
de agua. Aungue no se descartan temperaturas superiores o
inferiorss, la temperatura a la que se suspende en agua
la planca triturada debe estar entre 10 °C v 40 °C.

A continuacidn, la2 suspensidn se deja en re2poso

N

0 diasg, pDreferihismsnta

0.
=

rante un periosdo de entre 5 a

da 7 a 15 dias, a una temperatura de 2 °C a 10 °?°C,
preferiblemente de 4 °C a 8 °C, de modo gue se »roduzca
la maceracioén de la mezcla {(etapa e).

Por dltimo, y después de la etapa de maceracién, se
lleva a cabo la separacién de la fase ligquida y la fase
sélida (etapa f). Se pueden prensar los sdlidos para
facilitar la separacidn. Dicha separaciédn se puede
conseguir mediante decantaciéon o, preferiblemente,
mediante decancacién seguida de filtracidén. La filtracién
se lleva a cabo preferiblemente a presion. Lo mas

/9
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Sa obtiene finalmente un aXTtractd acuoso de color
ocre.

El extractd obtenido de aste modo se somete a
continuacién a un procedimiento de aislamient gue
comprencde la precipitacién con metcanol, la centrifugacién
v la separacidon cromatografica controlada mediante
bicensavo. El bioensayo empleadeo se realizd in vitro
mediante adicién de las muestras a linfocitos aislados de
ratdn de acuerdo con la referencia bibliogrdfica Max W.
et al. Journal of Natural Products. Vol. 54. no. 6. pp.
1531-1542 (1991). Se controlé la <incorporacidén de
timidina que indica la replicacién del ADN. Esta
incorporacidén es indicativa tanto de un aumento del
niamero ce linfocitos como ¢a2 un aumento de la actividad
ce . dichos linfocitos. Estas técnicas de separacién
empleacdas incluyen la pracipicaciédn repstida con etanol,

& didlisis o la cromatograziia en

ia centrifugacisdn, ¥

columna.

Asi pues, se liofilizaron 112 litros del extracrto
acuoso obtenido previamente proporcionando 800 g de Lll-'l
polvo de color castafioc («PF2»). Este polvo se £fraccioné
en un residuo soluble en MeOH y otro insoluble en MeOH
(PF2R, 350 g) que exhibe actividad de transformacién
linfocitica. Una porcién de este material (80 g) se
someti¢ a precipitacion con MeOH, centrifugacién, vy
didlisis o cromatografia en columna Sephadex DEAE lo que
produjo el aislamiento de una serie de materiales



tn

.20

30

criscalinos, gue se determind eran sales inorgénices
inactivas (figura 1i).

Jna porcidén de PF2R (270 g} gue se somerid a
precipitacién con MeOH a unas concentracionas finales del
25%, del 50% y cdel €73% produjo precipitados activos. El
material mas activo fue el precipitado obtenido en 1ia
solucidén de MeOH al 5C% (pPf2RS$8, 51,2 ¢, LT = +1059%), El
tratamiento de una porcidén de 5 g de PF2RS8 solubilizado
en agua, seguido de la centrifugacidén, y la separacidn
cromatogrifica del sobrenadante en Sephadex G-25, produjo
la fraccién enriquecida con el polisacdrido activo
denominada PfF2RSBA (0,13 g, LT = +1074%). Posteriormente,
se ‘obtuvo una fraccién idéntica denominada PF2RSBA’ (0,3
g) a partir de una segunda porcidén (6 g) del precipitado
en MeOd 2l 50%. Tal como se indica en ia figura 2, se
aislaron una serie de materiales cristalinos v de otras
fracciones, aunque ninguno mostré el nivel de actividad
LT de la fraccion PF2RS8A.

La fraccién PFZRSBA se caracterizé mediante
analisis espect:oséépico (*H-RMN, C-RMN, v espectros
DZPT) vy mediante andiisis cuimico (hidrdiisis con TFA vy
andlisis de TLC sobre gal de silice). Véansa las Figuras
3, 4 v 5.

La mezcla de polisacdridos mas activa, PF2RSBA (1,4
g}, se aislé a partir del precipitado en MeOH al 50%
restante (PF2RS8). Al mismo tiempo, el tratamiento de una
porcidén (2,0 g) de la fraccién insoluble en MeOH al &7%
(PF2RSY9; LT = +735%) produjo el aislamiento de una mezcla
de polisacaridos (PF2RS9A, 0,3g) cue, mediante andlisis
lH-RMN, se comprobé que era idéntica a la PFBRSBA. Por
tanto, se combinaron las fracciones PF2RSSA (0,2 q) vy
PF2RS8A (1,4 g), y la mezcla, denominada «PF2S8B», se
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sometid 2 una s2paracidn adicional con Sephadex G-30 (20-

-

20 mm) tal como se muestra en la Ifigura 5. La elucidn

0
()
4]

agua pzodujo seis Zraccicnes (27223831, 2, 3, 4, 3

i
(51
LY

de las cuales sa demostrd, mediancte andlisis de EPLC,

QN

sdlo la fraccidén principal aislada PI2RS382 era

homogénea, usando tantdo un detecrtor de UV como uno de
dispersion de luz por ewaporacidn (figurzs 7 y 8). Los
analisis espectrales de
mostraron qgue los espectros ce este producto aislado eran
muy similares a los obtenidos para PTF2RSBA (figuras 3 y
4), lo que implicaba gque era el pelisacarido principal de
la mezcla. La fraccidn PT2RS832 esta formada, por tanto,
por el polisacarido ce férmuia I y agua. Esta dltima se
puede eliminar mediante procedimientos conocidos en la
técnica.

El bioensayvo <de la <£fraccidén homogénea aislada
PF2RS8B2 vy de la mezclaz precursora del mismo PI2RS8A en
el mismo ensayo mostrd actividedes de tzansiormacién
linfocitica (LT) del 6203% v dal 3532%, zrespectivamente
(Tabla 1). El elevado nivel de actividad mostrado por la
fraccion aislada iﬁplicaba gue este polisacdrido es el
vrincipal constituyente activo respecto al efacto

bioldgics del presente extracto.

wn
(1

eslucidd 1a estructura del polisacirido activo
PF2RSBB2 (polisacdrido de foéormula I) mediante analisis
espectroscépico (espectros ‘H-RMN, !’C-RMN, HMQC vy cosY
k-4 2D} y mediante an&liisis quimico (hidrélisis con TFA
y analisis de TLC sobre gel de silice). Por tancto, las
seflales de 'H-RMN (Figura 9} a & 5,3 y 3,2 ppm son
indicativas de un polisacidrido. Las seflales de '’c-RMN
{(Figuras 10-12) a & 111,9 {d), 110,1 (d) pom se asignaron
a los carbonos anoméricos de a-L-arabinofuranosa con

unién 1-3 y de a-L-arabinofuranosa terminal (indicadas

3
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como Araf v Araf’ raespectivamenta). Las sefiales a § 106,1
Idy y 105,9 (d) ppm se asignaron 2 los carbonos
anoméricos de fB-D~galactcpiranosa con unién 1l-6 y de PB-
D-calactopiranosa con unidén i—»3 v 16 (indicadas como
Gazlpg’ v CGalp respectivamente), miencras cue la sefal a §
100,2 (d) pom se asignd a2 les carbonos anoméricos cde a-L-
rarnopvirancsa (indicada como Rhap). Las sefiales de
orotones” eénoméricos (K-1) fueron reconocidas f&cilmente
debido a sus desplazamientos de campo bajo en los
espectros 'H-RMN. La correlacidén directa entre sefizias de
protén y de carbono 13 observada en el espectzo HMQC
(Figura 13) determind que las seflales de “H-RMN a & 5,08
(s a), 5,23 (s a), 4,47 (d, J=7,9 Hz), 4,53 (d, J=7,3Hz)
¥ 5,1 (s a) pom correspondian a los protones anoméricos
ce a-L-arabinofuranosa (Araf'), a-L-arabinofuranosa
(Araf), pB-D-galactopiranosa (Galp’), p-D-galactopiranosa
(Galp) vy oa-L-ramnopiranosa (Rhap). Empleando estas
seflales como refesrencia, se pueden trazar otras sefiales
de protén analizando los espectros COSY 'H-'H 2D (figquras
i4, 15). Andlogamente, se definieron las correspondiences
seflales de carbono .mediante espectros HMQC (figuras 13,
15 y Tabla 2). La secuenciacién de las unidades
monosacdricdas se datermind tal como sigua. cl
desplazamiento de campo bajo de la sefal en C-3 de Araf
(6 79,4) y Galp (b8 82,8), y las sefiales en C-6 de Galp y
Galp’ (8 69,2) sugirieron que estos carbonos estaban
unidos a otras unidades monosacaridas. La observacién de
correlaciones a larga distancia entre C-1 de Araf y C-6
de Galp y Galp’ en el espectro HMBC (Figura 17) sugirié
una estructura de PB-D-galactopiranosa con unién 1—6. La
Araf presentaba una unién 1-3 con Galp & partir de la
observacion de una correlacién a larga distancia entre C-
1 de Araf y C-3 de Galp (Figura 18). A partir del
espectro 'H-RMN (Figura 9), se calculé la proporcién de
monosacdridos de acuerdo con los valores de integracién

Y
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de los picos de protones anoméricos, cue ZIue Dpara

Araf:;Rraf’:Galp:Galp’:Rhap da 3:1:2:2:1. Zor tanto, se
2iucidd la estructyra cde P7ZRSE232 como un ssiisacirido de
cadena larga ramificada con la estructura gprigmaria
mostrada en la fdrmule I (escuema I). Zi asquema II es

una rapresentacidn de ia misma estructura gu2 muestra iz
configuracidn estersoqguimics de ios monosacéaricos
i

Para confirmar las identidades de los monosacaridos
suscituyentes, se hidrolizd el PF2RS832 con TTA (0,5 M,
100-120 °C) y luego se sometid a andlisis de TLC (Figura

2). La preséncia de los monosacadridos principales, la a-
L-arabinofuranosa y la P-D-galactopiranosa, se determiné
ficilmente, mientras cgue la presencia del monosacérido
secundario la «a-L-ramnopirznosa, se datactd con Tas
dificultad, debido probablemente a ia cantidad de
nidrolizado aplicado a la placa de TLC.

El peso molecular del PF2RSBB2 se estimdé mediante
cromatografia ce filtracién en gel (de exclusidn
molecular). E1 peso molecular medio deli PT2R33B2 esctimado
de estce modo es de 10.000 (vésse la rigura Z9).

El compuestd polisacérido de férmula I presenta ce
un modo inesperado una elevada accividad como
inmunoestimulante, como se muestra en el ejemplo cue
siqua a continuacidén. El tercer aspecro de ia invencidn
se refiere, por tanto, al uso del compuesto polisacarido
de férmula I como agente terapéutico en el tratamiento cde
enfermedades inmunosupresoras tales como cancer,
tuberculosis, c¢ripe, resfriado coman, alergias, lupus
eritematoso, psoriasis y SIDA. Ejemplos no limitativos
de canceres son: carcinoma hepdtico, cancer de pulmén,
cidncer de rifion, cancer de colon, cancer de mama, cancer

- = - - mm——— = — - e -

i
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1lo uzarino vy cancer de vejiga.

tl Dpolisacdarido de acuerdo c¢on la Dresante
invencién s=2 puede adminiscrar bian por separado como una
sustancia pura, © bpien =2n forma de praparaciones
farmacéduticas, auncue el compuesto de la iavencidédn se
administra preferiblement2 en una combinaciédn. La
combinacidn de Iirmaco esté preferiblemente en forma da

vna formulacidén gque: (1) contiene =21 polisacdrido d&

acterdo con la invencidn solo; (2) contiene uno o mis
zglucinances, +ahiculos u otros matariales auxiliarsas
adecuados, Vv (3) puede contener ademrds suscancias
terapéuticamente activas adicionales.

Los aglutinantes, ~vehiculos u otros materialas
iliares daben ser farmacéucica v £farmacoldgicamen:ze

produzcan 2factos adversos sn i organismo tracado.

Las formulaciones incluyen aqguelias gque son
adecuadas para administracion oral o] parencerai
{incluvendo la administracidén subcuténea, intradérmica,
intramuscular e intravenosa), aunque la mejor via de
administracidén depende del estado cdel pacience.

Las formulaciones pueden bpresentarss en forma de
cdosis sencillas. Las formulaciones se preparan de acuerdo
con procedimientos conocidos en el campo de la
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farmacolocia. Las cantidades suscancias
c

tives adecuadas para su administzscidn pueden variar

funcisn cel

0

ampo tarapéucico garcicular. Zn general,

f»
e
(R
O
o
0
b

concentrazidn de sustancia zctiva en una Isrmi

u
dosis sancilla es ca2)] 3% al ¢33 22 1z formulacidn total.’

proporcionzda por la solicitud se
ilustra meciante sjemplos prasentados 2 ceontinuacidn.

Ejemplo 1: Preparacién de un extracto acuoso de flores de
Calendula officinalis de acuerdo con el procedimianto de
la invencién.

Se colocan en un tinel ce lavado 500 g de flores da
Calancula officinalis vy se someten a un lavade cuidadoso
con agua & aproximadamente 23 °C. Las flores se trituran
a continuacidn usando una maquina de trituracion. Los 500
triturada resultante se

g de materia

someten a un
tratamiento con un laser diédico lineal =zojo que tiene
una capacidad de generacidn de arménicos con una longitud
de onca ce 250 nm, una potencia de 20 vatios ¥ una rmancha
focal de 4 mm de diametro. E]l tracamiento se liieva a cabo
desplazando manualmenta =! generador de léser 2 lo largo
de la maceria tricurada durante 2,5 minuctos, de medo cue
se irradie tocda o la mavor parte de la mezcla. La materia
tratada con liaser se suspende después en 2 lictros de agua
20 °C. A
continuacidén, la suspensidén se deja en reposo durante 12
dias a una temperatura de 4 °C.

a una temperatura de aproximadamente

Por dltimo, se lleva a

cabo la separacidén de la fase licuida vy la fase sdlida,

en primer lugar, mediante decantacidén del liguicdo {los

sO0lidos se prensan para facilitar la separacidn) v,

despuss, mediante tres filtraciones a presion

consecutivas con filtros de 5 pm, 1 um y 0,22 pum a una

temperatura de aproximadamente 20 °C. El procedimiento
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proporciona aproximadamenz2 1,7 litros de una sclucion
{extracto acuose) Ze color ocrTe.

Ejemplo 2: =1 a2islamienco dal gpgolisacfrido de Z3rmula I

(¥1]

se lieva a cabo tal como s2 muestra en las paginas 10-12
de la descripcién

Ejemplo- 3: El polisacdrido ce fdrmula I s2 ensavd con el
£fin de establiecer su actividad como inmunoestimulante
12 mediance cuantificacidn de la actividad cd= transformaciédn
linfocitica (LTA) Por actividad de transformacion
iinfocitica se hace referencia al hecho de gque los
linZocitos se transforman pasando de un estado inactivo a

. un ‘estado activo, lo que es nacesario para luchar coatra
15 cdeterminadas enfermedades mediance un mecanismo
inmunoldgico, o para restablecex 21 sistema iamune, gue

puede debilitarse por diferentes factcres. Los snsavyos se
realizaron de acuerco con la referencia bibliografica
Max. W. et al., Journal of Natural Products. wvol. 54. no.
20 6. pp. 1531-:542 (1991), mediante acicidn in vitro de una
solucién del polisacdrido cde 1la invencion z linfocitos
aislados ce ratdédn. Se controld 1la incorporacidén de
timidina <cue indica la rreplicacidn <del 2DM. Esta
incorporacidén es iadicativa ctanto ¢2 un 2umento del

(8]
wn

ncmero cde linfocitos como de un zumento de la actividad
de dichos linfocitos.

gl poli

sacarido de férmula I »pressnta una LTA del
+6203% con respec

to a linfocitos no estimulados.
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reivindicacién 1 que comprende: _

/’r'-—- o - [] . .
eparar las flores cde la clante™ Calendula offlCinaldstMl
E p-ai 248 2 cina-

someterias al siguiente procedimiengo ce extraccidn:
a) Descontaminacidn de las flores
k) Trituracidén de las flores.

¢) Tratami de las flores crituradas con una

radiacion( lidser.—

¢} Suspensi ce la mezcla opbtenida en la etapa ¢)
an agua.

e) Maceracidn de la suspensidn obtenida en la etapa
c).

£) Separacién del liquido resultante.

v 3) someter el liquido obtenido en la etapa f} a un

procediniento de aislamiento que comprende la

precipitacidén con metanol, la centrifugacién vy la

separacion cromatogrdfica controladas mediante bioensayo.

en

£l procedimiento de acuerdo con la reiwvindicacidn 2,
el que la etapa 3) comprende:
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g) Liofilizacidn del liguido obtenido en la etapa

£) . '

h) Precipitacién de la materia liofilizada obtenida

en la etapa g) con metancl.

i) Separacién de la fase liquida y la fase s8lida.

j) Precipitacién de la fase sSlida qbtenida en la

etapa i) con metancl a unas concentraciones finales
_del 25%, del S50% y del 67%.

k) Solubilizacién en agua del precipltadoc obtenide

en la etapa j) al 50% y al 67%, centrifugacién y

realizacidén de una separacién cromacogréfica dal

gobrenadahg,.‘

1l 1dentificacién

bidensayo.

m) Realizacién de una segunda separacién

crometogrifica de la fracclén activa.

n) Identificacién de la fraccién activa madiante

e la fraccién activa mediante

bicensayo.
o) Eliminacién del eluyente.

4. El procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 2
v 3, en &l que el tratamiento con la radiaciSn lé&ser se
lleva a cabo ¢on un liser diddico lineal rojo gue tiene
una capacidad de generacién de arménicos con longitudes
de onda en el intervalo de 150 a 810 'am, una potencia de
1l a 60 vaetios y una mancha focal de 1 2 § mm de cidmecxo.

5. E1l procedimiento d= acuerdo con la reivindicacién 4,
en 2l que la longitud de onda estid en 21 intervalo d= 200
& 400 nm, siendo preferiblemente d= 252 nm, la potencia
as de 20 vacios v la mancha focal es d= ¢ mm d= didmatro.

§. =l prpcedimiento de acuerdo con cualguler
reivindicacién eanterior, en el gue se ctrata cada
kilogramo cde meteria triturada con la radiacidn lé&sex

3
-
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durante un preriodo ce 3 a 10 misutcs, orefsriblemente

i en la reivindicacidén 1 para su
3 4SO comd agente tarapeutico.

G:) 1l ceompuesto ce acuercdo cdn la reivindicacién 1 para
s5u uso en el tratamiento de enfermedades
inmunosupresoras.
i0

£1 compuesto cde acuerdo con la reivindicacidén 1 para
Su uso an el tratamiento de enfermedades inmunosupresoras
tales como cancer, tuberculosis, gzirge, resfriado comin,
alercgias, lupus eritematoso, psoriasis v SIDA.

15
<:§§> 21 compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 para
su uso en el tratamiento de: carcinoma hepéticoﬂ cdncer
de pulmén, cancer de rindén, cancer de colon, céncer de
mama, cdncer de prodostaca o adenocarcinoma prostidtico;
20 céanceres de cerebro tales como astrocitoma y

lioblastoma; céncer da cuello vucezino v cancer de

[14]

<

2jige.

i,/ Z1 uso del compuesto cefinido en la reivindicacidn i

25 para la fabricacién de un medicamento.

(S:)‘El uso de acuerdo con la reivindicacidn 11 para la
fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento de
enfarmpedades inmunosupresoras.

30
£1 uso de acuerdo con la reivindicacion 12 para la
fabricacién de un medicamento destinado al trQEETiento

de: céncer, tuberculosis, gripe, resfriado comuan,
alergias, lupus eritematoso, psoriasis y SIDA.

35

-4
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14, =)l uso cde acuerdd con la reivipndicacién 13 para 1la
5

a tirado al tratamiento
de: caccinoma hepatico, cancer Z2 pulmédn, cércer da
ziiAdén, canzer cde colon, <incer e mama, cancer cde

3 proéstata o adenocarcinoma prostidtico; cdnceres da carebro
tales como astcfocitoma v glioblastoma; cancer de cueilo
uterino y céncer da vejiga.
i3. Una p:epa:acién' farmacéurica cue iacluyen un

p=t
o

compuesto de acuercdo con la reivindicacidn 1.

acuardo con 1

16. La preparacion farmacéutica de a
. rejvindicacién i3 cque inciuve ademds un vehiculo
farmacéuticamente 2aceprable.
:5

1=t
-]

a preparacion farmacéuticz de las

|

5
armacéuticamente activo.

L
y 18 cue iacluye ademds 2l menos

raiviadicacicnas

QL0 Comduasco

=22



{1
n

@

A

-22-

COMPUESTO POLISACARIDO
CON ACTIVIDAD INMUNOESTIMULANTE

RESUMEN

La presente invencidn se reiiere a compuestos
ooiisacéridos de férmula I aque presentan =ctividad
inmunoestimulante, a orccedimientos para prepararios, ai
uso de los mismos en enfermedades inmunosupresoras vy a
composiciones farmacéuticas que los contienen.

formula I
an laquen=7a8

|-}

a-l.-Arl ——a-L-Arf
|-} '
. |=d 14 1= [
(—— B-D-Galp——f-D-Galp —— §-D-Galp—— B-D-Galp —
. =)
13 1}
u-L-Rhap——a-L-Arf — o-L-Anf
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Figura 1. Aislamiento fitoquimico controlado por la
bioactividad para PF2
PF2 (796%)
TM:OH
MeOH(PFIM) Rcsllduurl-'lll 550p)
I '0'.
Pracipitade (PF2K. 1.6g, L17-30%) thﬂdu conH:0
1
H:0 insoluble (PFIRR. 29 3g) H-0 soluble (PF2RS. 49.6g)
(LT~ 11ET%) (Lrl- 169%)
{13.65. HP-20 ] 1248, Sephadex DEAE
[n-0 | MeOH [uo0 | ] 0.1M MHLAC
PFIRS1(16.85)  PFIRSKLIp PFIRSS(7.8g) PFIRSKL.3g)
(LT~ 210%) (LT7-90%) (LT~ 103%) (LT -102%)

MeOH
en concentracion al 50%

'_ 780mg; H.QMeOH(1:1)

I | ) !
Precipitado (PFIRS3. 4.5g) Aguas madras(PFIRS4. 13.4g) | Precipitade Cristal Aguas madres
(L1'- 1351%) (LT -99¥%) FFIRSSP PFIRSSK PF2RSSM
_ (LTHNOIW) (LT ~120%) (LT -217%)
2 53 disueitos end0mL HO Se disolvieron 1,1 gen 1,5 mide aguaan ue
vial y sa colocaron en uns campana
I Centritugacidn Cristal cdbico (123.42mg)  durante 24 horas
[ : PFIRSSKI (LT:-123%)
Residuo oscuro Sobrenadante =
Didlisis en H.O (2 dias

Dializado (PFIRSIL, 0.11g LT -44)

Aguas madres (PF2RSM, 1.63g) (LT -970)
| Sephadex DEAE (A-23, 21.58)

| 0.1 & 0.9M OHICO,

{HO {H0 | 40
PFIRSII(0.11g) PRIRSNI(0.1p) PFIRSIII{0 423} Solucidn concentrada
(LT--435%) {LT--J51%) (LT -74)

Cristat(PF2RSJI4K 0.19g)
(LT:=37%)

Diifisia | para la eliminacidn de  (NH,).C0,

Reslduo{PF1RSJ14, 0.32p)
(LT-+6%)

5 LT: Transformacién linfocitica
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Figura 2. Aislamiento Iitogquimico controlacdo por la
bipactividad para PFR2

PFIR (270‘9
Kol %1, agitado duranta 2-4 horas) centrifugacién
| | Concentrada
Residua {114.6g) Sobrenadante (1850mL)
| aRadir MeOH a
| 25%, centrifugacidn | 30%, centrifugacisn |67%; centrifugacién |
Precipitado Precipitado Pracipitados Aguas Madres
tPFIRS7. LT - 8763, 15.82) (PFYRSS, LT ~7059% 51.2g) (PFIRSY, LT'-715%. 19.4g) (PFIRSI0. LT -377%, 19.5g)
30g 808 Disuelto en H.O. centrifugacién
1
| Disolver en 0. centrifugacién  Sobrenadante
| — 1 Sephadex (G-15. $0um. 100g).
Residuo Sobrenadants Elucidn corH-0
Il.l\fldﬂ conH.0 (= %) PFIRSSA (Marrin 0.3g, LTA7808%)
r 1
Polvo {poivo blance) Residuo {mamén ocuro) Sephadex (G-25. 130um. 30g). etucién can H.0
(PFIRSIRP. LT--183%, 2Mim1) (PFIRSERR LT -34%. 8Iimp) 3% racogen 21 mi an cada fraccidn

I 1 1 | LI 1 ] I ] 1 I 1 1 1 1 i 1 I 1
1 2 3 4 S & 7T 8 9 W11 213 M 13 617 18 9
1 r | | J ‘_rJ | I | LI__I
0.0g PF2RS4A {Marrén) PFIRSSG PFIRSSD PFIRSSE
(LT -1073%3,0.13g) (LT -360%, O,14g)(LT "~54434.0.96g) (0.83g)

Concentrado hasta sequedad =
| Lavado eonH.0
L 1
Residuo (0.50g) H-O Soluble (1.11g. LT -121%)
(PFIRSSCL LT -170%) (PFIRSECD) 7 '
180mg Cancantrado [hnh saguedad, lavado uego con agua
Disugitg en 4 ml de H. ! [ i
. Residuo(o 15g: Aguas madre
Filtros(d 35mg} Aguas madra | Sephadex G- 10, H:0
(PFIRSSDP. LT -2} ! Concentrado hasta saquedad
|L.vado conH:0
. i ]
Cristal(136mg)  Aguas madre Rasiduo (022g) Aguas madre
{PFIRS8DKI, LT+ 16%i)
svaporarantrt
: , PF2RSSE! {LT/-J2250)
Cristal hexa-prisma ;123mg) Residuo(7img)
(PFaRSEDK2, LT~ 179%) {PFIRSEDM. LT~ 3545}

LT: Transformacién linfocitica
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Figura 3. Espectro 'H-RMN de PF2RSBA (500 M4z, D,0,
referido a DSS)
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Figura 4. Espectzo C-RMN de PF2RSBA (125 MHz, D0,
rafarido a DSS)
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Figura 5. TLC de los productos de hidrélisis de PF2RS8A
con TFA y otros monosacdridos.
l1.Galactosa; 2. Ramnosa; 3. Productos de hidrélisis de
PF2RSBA; 4. Fructosa; 5. Xilosa; 6. Glucosa

e



29

-28 -
ll: (196g)
MeOH
—
McOH(PFIM) PFIR (2¥g)
|_H.O (x3. agitado durants 24 horas), cantrifugacién
[ { Concentrado
Residuo (114.68) Sobrenadante (1350ml.}
' | AddMeOH 1
[25% Centrifugacion _ [50%. Centrifugacién | 67%. Centrifugacion |
Precipitado Precipitado Pracipitados uas Madre
(PF2RST. LT -676W, 13.6g) (PF2RSS, LT -/059%.51.25) (PFIRSS.LI:-715K. 19.5g) (@ IRE10. LT =37, 19, Sgh
i 1.0 disueitos en200ml H:0.
agitado durante 13 min, cantrifugaciin
Disueltos en200ml H:0. |
agitado durante 15 min, centrifugacidn Sobrenadanta Residuo
| 1
Residuo Sobrenadante Concantrado hasta 80 ml
Concentrado hasta 80 ml S‘Ph_d"“ {G-25. $0um 100g).
Sephadex (G-25. $0um. 100g). alukdd conl.0
eluido con H-0 PFIRS9A {0.308)
PFRSSA (2.04g. LT -3512%) Combinado corPF2RSIA
'IRS debido 2 su espectro RMN idéntico
lig 0.2
L . |
PRIRSED {1.6g)
. | Disusitos eg00ml H:0.
agitado durante 13 min, centrifugacion -
| |
R : Sobrenadante
R Seohadex (G-50. 20-3C,um.583).
eluldo conH-0
[ 1000 {1oom - | som | 20w | som | somi
PF2RS8B! PFIRSEB2 PF2RSSB) PFIRS8B4 PFIRS8BS PFIRS8BS
0.2 (LT:-6203%.0.31g) {0.12p) (Fmg) 0.158) (3Smg)

Figura 6. Alislamiento fitoquimico controlade por 1la
biocactividad del polisacadrido activo
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Cromatograma a autoescaila

0.9 'aan'_"':id"EaloS"'nH"is:ni"'n'né"'n'u'"h.d"'u.d"hm
Minutos
Figura 7. Perfil HPLC de PF2RS8B2 con un detector de

dispersién de luz por evaporacidn (Watrex GMB 250x8 mm, 5

Cromatograma a autoescala

.00 é
®
0.05- ”
) H
0.04+ : |
2 os - | H 3-0
0.0 i | / .
P, w o
oy a - !
a0 - ! i TE s
s /5 L AS
000 M _a%.(.{. --—_v,—%r- -— ‘
o v Y Y A T T " Y I R
5 Minutos

Figura 8. Perfil HPLC de PF2RS8B2 con un detector
fotodiddico de UV (Watrex GMB 250x8 mm, 5 pm, 1,0 ml/min,
H,0)

10
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Figura 9. Espectro ‘HE-RMN de PF2RSSBZ (500 MHz, D,0,
: referido a DSS)
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Tabla 1. Zfecto de las muestras PF2RSBA v PF2RS8B2 sobre
n

22

la transiormacidn linfocitica (ratdn SMC hembra)
. Muestra
Sapmame ey =
~ancanzIasen Fo ConA NG Cona
z5
~sc=rasss PFZRSHA | PFZRSED
o \urbabi -
~Madia = SU 0 Madia T SO (] in 5 ia s
] 133 = 3l ] 127 £ z1 J I
~r oo I £ 11 +31 205 £ 43 24
vy - 312 = 31 =127 dol £ /o rdJd
1 530 £ &% ra37 634 = 49 T223 |
T T52% = 330 | +2220| 2343 = Jo5 +1032
¥ 3933 = L7690 | w3532 | 12417 £ JI53 | +52032
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Figura 10. Espectro !’C-RMN de PF2RS8B2 (125 MHz, D;0,
referido a DSS)
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Figura 11. Espectro DEPT~135 da PF2RS8B2 {125 MHz, D,0,
rafarido a DSS)
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Figura 13. Espectro HMQC de PF2RS8B2 (500 MHz, D;0)
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Figura 14. Espectro COSY 'H-!H de PF2RS8B2 (500 MHz, D;0)
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Figura 15. Espectro COSY ‘H-'H de PF2RSBB2 (500 MHz, D,0)
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Tabla 2. Datos de :C-RMN de PF2RS8B2 (D0, referido a
DSS, 125 MHz)

Tneonss c-1 ¢-2 C€-3. C-4 C-5 C-§
moncsacaridos
Arat- (1= 1:0,1¢ 495,0d 74,53 56,7d 83,2t -
-3)-Araf-(l-— a4,7d
111,9¢ 84,0d 79,4d 86,54 63,5t -
83,9d 63,7t
83,74 54,8t
—+§)-Galp-(1l— 106,1d 72,9d 75,3d 72,2d 76,4d  69,2:
—3) ~ _ 105,9d 73,5¢ 82,8d 73,54 76,1d 69,2¢
Galp-(l1—> 105,8d i
7

-»5)
Rhap-{1— . 100,2d 72,2d 73,5d 72,5d 71,1d i9,2q
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Figura 17. Espectro HMBC de PF2RS8B2 (500 MHz, D.0)
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Figura 18. Espectro HIMBC de PF2RS8B2 (300 MHz, D;0)
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Figura 19. TLC de los productos de hidrélisis de PF2RS8B2
con TFA y otros monosacéaridos.

1. Acido D-galacturénico; 2. L-(+)Ramnosa; 3. D-
(+)Galactosa; 4. Productos de hidrdlisis de PF2RSBB2; 5.
L- (+)Arabinosa; 6. Acido D-glucurénico; 7. L-(-)Fucosa;
8. D-(+)Xilosa; 9. D-{+)Glucosa; 10. D-(-)Fructosa; 11.
Mezcla de productos de hidrélisis de PF2RS8B2, L-
(+)Arabinosa y D-(+)Galactosa; 1l2. D-(+)Manosa; 13.
Mezcla de D-(+)Xilosa y L-(+}Arabinosa
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Figura 20. Medida dé los pesos molecularas de PF2RSB8B2 by
usando Shephadex G-50
Dextrano 10500 esténdar

PF2RS8B2
(ordenadas: peso; abscisas: vol. Eluyente)
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EMILIO FERRERO
Oficio No. o 8 7 2 6

REFERENCIA: Radicacioén 01-101338

Trimite 002

Evento 001

Actuacién 430

Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe allegar copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente
otorgado por el inventor al solicitante o a su causante (art. 28-k, Dec 486/2000). )

- Enviar el poder otorgado al abogado que aparece en la solicitud como apoderado, con
el lleno de los requisitos exigidos en el Cbdigo de Procedimiento Civil.
Adicionaiments, deberd presentar el documento que acredita la existencia y
reprasantacion legal de la sociedad solicitante.

- Se recuerda al interesado que el formulario de solicitud debe diligenciarse en su
totalidad, y que la modalidad de la solicitud hace parte integral del mismo, razon por la
cual debe confirmar a qué modalidad se refiere la presente solicitud.

En cumplimiento del articulo 39 de fa Decisién 488, en concordancia con el articulo 85 de
la misma decision, se le requiere para que dentro del tdrmino de dos (2) meses siguientes
a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio copform
15 de enero del 2001.

lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién 210 del

ALIX CARME CESPEDES DE VERGEL
iyisién de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por f§acién en lista de fecha 2 1 FEB. 200

Gs recuarda al intareapds que debe presentar, daniro de los dieciedls meses sigulentes coniados a partir de I fechs de
presantacién de la salickud cuya priorided sa invoca, copls de s miama ceriificads por la autoridad que la expidid y, en los
Ccanos on que haya luger, ia traduccién simple del capitulo relvindicstorio. El incumplimiento de éste plazo, acarresnd s
pérdida de |n prioridad Invocada.

202027

Carrara 13 N° 27-00 Plaa 5° y 10°
Conmuiador 334 1221-2.34
Fax 281 3125
Santafé da Bogoth, D.C. - Colombia






