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DESCRIPCION
Composicién que comprende un extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas y uso de la misma
Campo técnico

La presente solicitud se refiere a un extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas o a una composicién que
comprende el extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas para usar en el tratamiento o la prevencién del cancer
de péancreas.

Antecedentes

El cancer de pancreas es un cancer gastrointestinal (Gl) muy maligno, que tiene muy mal pronéstico. Tanto el
diagndstico como el tratamiento del cancer de péncreas son dificiles. Practicamente el 90 % de los canceres de
pancreas son adenocarcinomas ductales derivados del epitelio glandular. En los ultimos afios, la morbilidad y la
mortalidad del cancer de pancreas estdn aumentando de forma significativa, y la tasa de supervivencia a cinco afios
es <1 %. Es uno de los tumores malignos con peor pronéstico. El cancer de péncreas tiene una baja tasa de
diagndstico precoz, una alta mortalidad quirirgica y una baja tasa de curacién. En los Gltimos afios, la morbilidad y la
mortalidad de otros canceres también aumentan de forma continua.

La clave del tratamiento de los canceres, especialmente del cancer de pancreas, es buscar un agente antitumoral
eficaz, lo que también es objeto de estudios recientes.

Desde 1970, los investigadores han prestado cada vez mas atencién a las algas, especialmente a las algas
verdeazuladas. Al principio, los investigadores se centraron principalmente en el valor nutritivo y la virulencia de las
algas. En la reunién de la Organizacién de las Naciones Unidas para la agricultura y la alimentacién de 1974, la
espirulina se consideraba un excelente recurso alimentario para las personas en el futuro. Los usos farmacéuticos de
las algas se aprecian desde la década de 1980, y la investigacion se centrd principalmente en la funcién de diferentes
extractos de algas. La investigacidn sobre el extracto de algas verdeazuladas, especialmente el extracto de espirulina,
fue particularmente llamativa. Los inventores de esta solicitud extrajeron un extracto de proteoglicanos de las algas
(véase la patente china CN1098707C). En la presente solicitud, los inventores estudiaron el efecto terapéutico del
extracto de proteoglicanos de algas sobre los canceres (especialmente el cancer de pancreas), asi como sobre el
dolor (tal como el dolor asociado a los tumores) y la inflamacién (tal como la inflamacidén asociada a los tumores).

La extraccién de polisacéridos de proteinas de algas y el uso de los mismos se describen en el documento EP 1 197
218 A1. Los efectos antineoplasicos del alga verdeazulada Spirulina platensis, una fuente natural de compuestos
tetrapirrélicos similares a la bilirrubina, son divulgados por Renata Konickova et al. en Annals of Hepatology, 1 de
marzo de 2014, paginas 273-283.

Explicacion de las invenciones
El objeto de la invencién es como se expone en las reivindicaciones adjuntas.

Un aspecto de la invencién se refiere a un extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas que comprende un
proteoglicano o a una composicién que comprende el extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas para usar
en el tratamiento o la prevencién del céncer de pancreas, en donde el extracto de proteoglicanos de algas
verdeazuladas se obtiene mediante las siguientes etapas:

(a) disolver polvo de algas verdeazuladas en un volumen de agua de 5-20 veces y romper la pared celular,

(b) calentar la mezcla resultante de la etapa (a) a una temperatura de 60-100 °C, y realizar la separacién sélido-
liquido tras el enfriamiento;

(c) ajustar el pH del liquido resultante de la etapa (b) a menos de 7, y realizar de nuevo la separacion sélido-liquido;

y
(d) ajustar el liquido resultante de la etapa (c) hasta un pH neutro, concentrando y secando si fuera necesario.

Se exponen realizaciones preferidas en las reivindicaciones dependientes.

En ciertas realizaciones, el extracto de proteoglicanos de algas y/o el extracto junto con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables pueden formularse en formas farmacéuticas farmacéuticamente aceptables,
preferentemente formularse en liquidos orales, comprimidos, granulos, capsulas, polvos, pildoras, jarabes,
inyecciones y similares.

En ciertas realizaciones, el extracto de proteoglicanos de algas se administra por via oral, subcutanea, intramuscular
o intraperitoneal. En una realizacién preferida, el extracto de proteoglicanos de algas se administra por via oral.
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En cierta realizacién, la dosis del extracto de proteoglicanos de algas administrada a un sujeto es de 5-500 mg/kg de
peso corporal al dia. En una realizacidn preferida, la dosis es de 10-150 mg/kg de peso corporal al dia. En realizaciones
més preferidas, la dosis es de 20-120 mg/kg de peso corporal al dia.

En ciertas realizaciones, el tumor es un cancer primario o un tumor metastasico.

La presente solicitud proporciona ademés los efectos de una composicién antitumoral que comprende el extracto de
proteoglicanos de algas sobre la inmunidad antitumoral.

El anterior extracto de proteoglicanos de algas se prepara de acuerdo con el método descrito en la patente china
CN1098707C.

El método para preparar un extracto de proteoglicanos de algas comprende las siguientes etapas:

a. disolver polvo de algas verdeazuladas en un volumen de agua de 5-20 veces y romper la pared celular;

b. calentar la mezcla resultante de la etapa (a) hasta una temperatura de 60-100 °C, y realizar la separacién sélido-
liquido tras el enfriamiento;

c. ajustar el pH del liquido resultante en la etapa (b) a menos de 7, y realizar de nuevo la separacién sélido-liquido;
d. ajustar el liquido resultante de la etapa (c) hasta un pH neutro, concentrando y secando si fuera necesario.

El contenido de proteoglicanos del extracto de proteoglicanos de algas obtenido es superior a aproximadamente el
50 % en peso, por ejemplo, superior a aproximadamente el 60 %, superior a aproximadamente el 65 %, superior a
aproximadamente el 70 %, superior a aproximadamente el 75 %, y similares. En ciertas realizaciones, el contenido de
proteoglicano contenido en el extracto de proteoglicano de algas es de aproximadamente el 70 %-75 % en peso.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra el protocolo del ensayo MTS utilizado para detectar la proliferacion de la linea celular PANC-
1.

La figura 2 muestra el porcentaje de proliferacién de las células PANC-1 tras ser tratadas con diferentes
concentraciones de extracto de proteoglicanos de algas el dia 1(D1), dia 2(D2), dia 3(D3), dia 4(D4) y dia 6(D86),
en comparacion con el control.

La figura 3 muestra los cambios en la imagen por TAC del pancreas en un paciente con cancer de pancreas
avanzado tras tomar el extracto de proteoglicanos de algas durante 3 meses.

Descripcién detallada de las invenciones

La presente solicitud proporciona un extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas o una composicién que
comprende el extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas para usar en el tratamiento o la prevencién del cancer
de péancreas de acuerdo con la reivindicacién 1.

El "vehiculo farmacéuticamente aceptable" divulgado en el presente documento se refiere a un vehiculo que no
interfiere con la bioactividad de los principios activos, incluidos los utilizados habitualmente en el campo farmacéutico.
El vehiculo farmacéuticamente aceptable divulgado en el presente documento puede ser sélido o liquido, incluidos los
excipientes, tampones, emulsionantes, estabilizantes, conservantes, diluyentes, encapsulantes, materiales de relleno
y similares farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, el tampén farmacéuticamente aceptable comprende ademés
fosfatos, acetatos, citratos, boratos, carbonatos y similares.

La composicién farmacéutica divulgada en el presente documento puede presentarse en forma de una dosis unitaria,
y puede prepararse mediante cualquier método bien conocido en el campo farmacéutico. Todos los métodos
comprenden la etapa de combinar los principios activos divulgados en el presente documento con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Generalmente, se prepara una composicién combinando los principios activos con un
vehiculo liquido o sélido, 0 ambos, a continuacién se da forma al producto resultante segln sea necesario.

En ciertas realizaciones, el extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente documento y/o el extracto
junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable pueden formularse en formas farmacéuticas farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo, liquido oral, capsula, polvo, comprimido, granulo, pildora, jarabe, inyeccién, supositorios y
similares.

El extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente documento se prepara de acuerdo con el método
descrito en la patente china CN1098707C.

En ciertas realizaciones, el extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente documento se administra a
una dosis de 5-500 mg/kg de peso corporal al dia, preferentemente de 20-150 mg/kg de peso corporal al dia, méas
preferentemente de 20-120 mg/kg de peso corporal al dia, por ejemplo, 20 mg/kg de peso corporal al dia, 30mg/kg de
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peso corporal al dia, 60mg/kg de peso corporal al dia, 120 mg/kg de peso corporal al dia, y similares.

El término "tratar" o "tratamiento" utilizado en el presente documento incluye inhibir, curar, aliviar o mitigar el céncer,
el dolor (tal como el dolor asociado a un tumor) o la inflamacién (tal como la inflamacién asociada a un tumor) o
enfermedades mediadas por factores inflamatorios, asi como prevenir o retrasar la metéstasis de un cancer primario.

En ciertas realizaciones, el cancer puede ser un cancer primario, y también puede ser un cancer metastésico.

La "cantidad terapéuticamente efectiva" o la "cantidad profilacticamente efectiva" utilizadas en el presente documento
pueden determinarse segln el caso, y pueden ser manejadas facilmente por una persona con conocimientos
ordinarios en la materia en funcidén de la dosis realmente necesaria, por ejemplo, que se determina de acuerdo con el
peso corporal, la edad y las condiciones de un paciente. Como ninguno de los ingredientes que contiene el extracto
es toxico, el propio extracto puede administrarse directamente segun las necesidades, cuando la composicién no
comprenda un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Cuando la composicion comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, el extracto y el vehiculo pueden mezclarse mediante los métodos convencionales del
campo farmacéutico para fabricar el medicamento requerido.

En ciertas realizaciones, el extracto de proteoglicanos de algas o una composicién que comprende el extracto de
proteoglicanos de algas se administra por via oral, subcuténea, intramuscular o intraperitoneal. En las realizaciones
preferidas, el extracto de proteoglicanos de algas o una composicién que comprende el extracto de proteoglicanos de
algas se administra por via oral.

La presente solicitud proporciona ademéas una composicion farmacéutica que comprende un extracto de
proteoglicanos de algas y uno o mas de otros agentes antitumorales (de acuerdo con la invencién en la medida en
que esté abarcada por las reivindicaciones).

Los anteriores agentes antitumorales incluyen los utilizados en clinica para el tratamiento de tumores, por ejemplo,
inhibidores de la sintesis de nucleétidos (por ejemplo, 5-fluorouracilo (5-FU)); antibiéticos antitumorales (por ejemplo,
adriamicina (ADM)), compuestos de platino (por ejemplo, carboplatino); agentes alquilantes (por ejemplo,
ciclofosfamida y nitrosourea, tal como carmustina); inhibidores de la ADN polimerasa (por ejemplo, gemcitabina);
agentes que interfieren en la sintesis de proteinas (por ejemplo, etopésido (VP-16)); y similares (de acuerdo con la
invencién en la medida en que estén abarcados por las reivindicaciones).

Cuando el extracto de proteoglicanos de algas se administra junto con uno o méas de otros agentes antitumorales, el
efecto antitumoral aumenta significativamente, presentando un efecto sinérgico. El efecto sinérgico de la combiterapia
(por ejemplo, la combinacidén del extracto de proteoglicanos de algas y uno o0 mas de otros agentes antitumorales)
permite administrar a un sujeto que padece un cierto trastorno (tal como cancer o los sintomas asociados al mismo)
una dosis menor que la de cada terapia por separado, y/o reducir la frecuencia de administracién de la terapia.

El término "sujeto” como se utiliza en el presente documento se refiere a un mamifero, incluyendo, pero sin limitacién,
primates, bdvidos, caballos, cerdos, ovejas, cabras, perros, gatos y roedores, tales como ratas y ratones.

En la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones, las expresiones ‘'comprende/que
comprende/comprendiendo”, "incluye/que incluyefincluyendo" y "contiene/que contiene/conteniendo” significan
"incluyendo pero sin limitaciéon”, y no pretenden excluir otras partes, aditivos, componentes o etapas.

Debe entenderse que los rasgos distintivos, caracteristicas, componentes o etapas descritos en los aspectos,
realizaciones o ejemplos especificos de la presente solicitud pueden aplicarse a cualquier otro aspecto, realizacién o
ejemplo descrito en el presente documento, salvo que se indique lo contrario.

Las divulgaciones anteriores describen las invenciones en general, y los ejemplos siguientes ilustran aln mas las
invenciones. Estos ejemplos descritos pretenden Unicamente ilustrar las invenciones, pero no se consideran ninguna
limitacion a las invenciones.

A menos que se indique especificamente, los métodos y las técnicas experimentales de la memoria descriptiva son
métodos y técnicas bien conocidos por un experto en la materia.

Ejemplos

Ejemplo 1 Efecto inhibidor del extracto de proteoglicanos de algas en el carcinoma de pancreas

Ejemplo 1.1 El extracto de proteoglicanos de algas inhibié la proliferacién de células de carcinoma de pancreas PANC-
1

Linea celular y cultivo celular
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En este estudio, utilizamos una linea celular de carcinoma de pancreas, PANC-1. Esta linea celular es cultivada por
AnyGenes®. Se realizaron varios pases para garantizar la viabilidad celular y disponer de la cantidad necesaria de
células para realizar los diferentes experimentos (ensayos MTS y anélisis SignArrays®). La informacién relativa a la
linea celular PANC-1 se describe en la Tabla 1.

Tabla 1
Linea celular Organismo Tipo Caracteristicas Origen
PANC-1 Homo sapiens | Pancreas | Carcinoma epitelioide | ATCC® RL-1469™

Las células PANC-1 se cultivaron en medio DMEM (medio de Eagle modificado por Dulbecco; Gibco® de Life
Technologies™) suplementado con un 10 % de FBS (suero bovino fetal; Gibco® de Life Technologies™), 1% de L-
glutamina (200 mM; Gibco® de Life Technologies™), 1 % de piruvato de sodio (100 mM; Gibco® de Life Technologies™),
1% de estreptomicina-penicilina (10 000 U/ml de penicilina y 10 000 ug/ml de estreptomicina; Gibco® de Life
Technologies™) y se incubaron a 37 °C bajo un 5 % de CO.. La viabilidad celular se determinara mediante el ensayo
de exclusién con azul tripano.

Preparacién del extracto de proteoglicanos de algas

Se enjuagaron 3 kg de polvo seco de espirulina con 3 litros de agua y se filtraron por succién. A continuacién, se
afladieron 30 litros de agua al residuo resultante y la mezcla se agité. La mezcla se calent6 a 88 °C durante 1 hora,
se enfrid y a continuacién se filtré a presion reducida. El filtrado se ajustd con acido clorhidrico a pH 3,8, a continuacién
se apartd toda la noche para la separacién por centrifugacion. El sobrenadante se ajusté con una solucién de Na>,COs3
a pH 7y, a continuacién, se secd por pulverizacién para obtener 0,599 kg de extracto de proteoglicanos de algas. Se
comprobd que el contenido de proteoglicanos en el extracto era del 72,3 %.

El extracto de proteoglicanos de algas se pesa en condiciones estériles y se disuelve en 50 mg/ml de PBS para obtener
la soluciéon madre. Después de centrifugar a 2500g durante 30 minutos, el sobrenadante se filtr6é a través de un filtro
de 0,2 um. En un ensayo MTS, la solucién se diluy6é en un medio para tratar las células. En las siguientes partes, el
extracto de proteoglicanos de algas también se denomina "extracto K".

Ensayo MTS

La prueba de proliferacién celular se realizé utilizando el ensayo CellTiter 96® AQueous None Radioactive Cell
Proliferation Assay (MTS; Promega), basado en el método colorimétrico, para determinar el nimero de células viables
en proliferacion.

Este kit de ensayo se compone de soluciones de una sal de tetrazolio (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3carboximetoxifenil)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio); MTS) y un reactivo de acoplamiento de electrones (metosulfato de fenazina; PMS) para
aumentar la estabilidad quimica del compuesto. EI MTS es reducido por las enzimas deshidrogenasas que se
encuentran en las células metabdlicamente activas a un producto coloreado soluble en el medio de cultivo: el formazan.
La cantidad de producto de formazan se mide después de 2 horas de incubaciéon a 37 °C por la cantidad de
absorbancia a 490 nm, que es directamente proporcional al nimero de células vivas en cultivo. Finalmente, se
determind la concentracién inhibidora semiméaxima (CI150) del extracto de proteoglicanos de algas con el modelo
experimental de células PANC-1. Todas las condiciones de cultivo celular se realizan por triplicado.

Las células se sembraron en placas de cultivo de 96 pocillos (Microtest 96%®; Falcon) el dia -1 (D1) (1500 células por
pocillo en 100 pl de medio), posteriormente se trataron dentro del intervalo de concentracién preseleccionado. En
particular, se seleccionan 10 concentraciones diferentes para el extracto de proteoglicanos de algas, tres pocillos para
cada concentracién. Los pocillos sin células sin adicién de extracto de proteoglicanos de algas se utilizan como pocillos
de control.

Justo antes de afladir la solucién MTS, se retiré el medio de cultivo celular con o sin tratamiento para evitar
interferencias del extracto de proteoglicanos de algas con este ensayo, y se afiadieron 100 pl de medio a cada pocillo.
A continuacién, se afiadieron 20 pl de solucién MTS en cada pocillo y se midié la absorbancia a 490 nm después de
4 horas de incubacién a 37 °C bajo un 5 % de CO.. El medio de cultivo celular con o sin el extracto de proteoglicanos
de algas se cambié los dias D2 (Dia-2) y D4 (Dia-4). Los valores de la DO a 490 nm se midieron los dias DO, D1, D2,
D3, D4 y D6, correspondiente al analisis global de placas de 6 x 96 pocillos (una vez al dia), como se ilustra en la
Figura 1.

Resultados del ensayo de proliferacién celular en la linea celular PANC-1

Resultados del MTS en el DO

Se midieron los valores de la DO en el DO para comprobar si la siembra de células del dia anterior se habia realizado
5
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de forma adecuada y si el protocolo adaptado funcionaba en esta linea celular. La Tabla 2 indica los valores de la DO
en el DO. Podemos observar que no hubo diferencias estadisticas significativas entre los valores de la DO, lo que
indicaba que la siembra de células era correcta y que los resultados eran repetibles.

5 Tabla 2
Valor de la DO Valor medio | DE Valor medio total | DE total
0,507 | 0,476 | 0,499 | 0,491 | 0,49 | 0,494 | 0,494 0,01035
Dia0 | 0,496 | 0,495 | 0,508 | 0,493 | 0,48 | 0,5 0,497 0,00706 | 0,499 0,01063
0,488 | 0,515 | 0,497 | 0,511 | 0,50 | 0,519 | 0,506 0,01169

Efecto antiproliferativo del extracto de proteoglicanos de algas en la linea celular PANC-1

Los valores de la DO correspondientes a diferentes concentraciones del extracto de proteoglicanos de algas se
10 presentan en la Tabla 3.
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Tras el céalculo, se determiné el porcentaje de células en proliferacién frente al control (sin extracto K). Tras el
tratamiento con diferentes concentraciones del extracto de proteoglicanos de algas cada dia, el porcentaje de
proliferacién celular de la linea celular PANC-1 frente al control se presentd en la Tabla 4 y en la Figura 2. La Tabla 5
demostrd el efecto inhibidor del extracto de proteoglicanos de algas sobre la proliferacién de las células PANC-1. El
porcentaje de inhibicién se calculé comparando el nimero de células supervivientes tras el tratamiento con el extracto
K con el numero de células supervivientes sin tratamiento.

Tabla 4
Extracto K Porcentaje de proliferacién celular frente al control (%)
(mg/ml) 0 0,025 0,05 0,1 0,25 0,5 1 1,76 2,5 3,5 5
D1 100 | 94,82 | 133,79 | 126,98 | 117,71 | 134,88 | 105,18 | 74,93 | 61,85 | 55,86 | 62,94
D2 100 | 66,98 | 69,79 | 54,10 | 71,31 | 55,39 | 77,75 | 32,32 | 24,36 | 30,68 | 11,71
D3 100 | 61,91 | 70,64 | 77,52 | 99,50 | 97,15 | 60,74 | 55,79 | 2,52 | 5,03 | 4,36
D4 100 | 70,18 | 71,19 | 61,96 | 83,38 | 62,42 | 2290 | 8,03 | 3,69 | 416 | 3,97
D6 100 | 110,66 | 87,67 | 92,11 | 77,15 | 52,77 | 13,30 | 5,26 | 2,77 | 4,71 1,80
Tabla 5
Extracto K (mg/ml) Porcentaje de inhibicién de la proliferacién celular frente al control (%
0] 0,025 | 0,05 0,1 0,25 0,5 1 1,75 2,5 3,5 5
D1 0| 518 | -33,79 | -26,98 | 17,71 | -34,88 | -518 | 25,07 | 38,15 | 44,14 | 37,06
D2 0| 33,02 | 30,21 | 45,90 | 28,69 | 44,61 | 22,25 | 67,68 | 75,64 | 69,32 | 88,29
D3 0| 38,09 | 29,36 | 22,48 | 0,50 2,85 | 39,26 | 44,21 | 97,48 | 94,97 | 95,64
D4 0| 29,82 | 28,81 | 38,04 | 16,62 | 37,58 | 77,10 | 91,97 | 96,31 | 95,84 | 96,03
D6 0| -1066 | 12,33 | 7,89 | 22,85 | 47,23 | 86,70 | 94,74 | 97,23 | 95,29 | 98,20

Se observé un efecto antiproliferativo significativo del extracto de proteoglicanos de algas sobre las células PANC-1
tras el tratamiento con 1,75 mg/ml, 2,5 mg/ml, 3,5 mg/ml o 5 mg/ml de extracto K en el D1, D2, D3, D4 o D6. Por
ejemplo, el porcentaje de inhibicién para 2,5 mg/ml de extracto K en el D1 fue del 38,15 %, y el porcentaje de inhibicién
para 5 mg/ml de extracto K en el D1 fue del 37,06 %; el porcentaje de inhibicién para 2,5 mg/ml de extracto K en el D2
fue del 75,64 %, y el porcentaje de inhibicién para 5 mg/ml de extracto K en el D2 fue del 88,29 %; y 1,75 mg/ml,
2,5 mg/ml, 3,5 mg/mly 5 mg/ml de extracto K inhibieron significativamente la proliferacion de las células PANC-1 con
un porcentaje de inhibicién superior al 90 %.

El valor de la CI150 del extracto de proteoglicanos de algas es >5 mg/ml en el D1, y entre 1 y 1,75 mg/ml en el D2.

Los resultados anteriores demostraron que el extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente documento
tiene un notable efecto inhibidor sobre las células de carcinoma de pancreas PANC-1.

Ejemplo 1.2 Caso clinico de extracto de proteoglicanos de algas para el tratamiento de pacientes con carcinoma de
pancreas avanzado

Estado del paciente: varén, nacido en 1927, endoprétesis vascular (stent) coronaria en 1996 para el tratamiento del
infarto agudo de miocardio; implantacién de marcapasos cardiaco en 2003 para el tratamiento de la bradicardia; se
encontré una masa en la cabeza del pancreas el 3 de diciembre de 2013 por deteccién ecogréafica para el tratamiento
de un sintoma febril; y se diagnosticd un carcinoma de péancreas avanzado poco diferenciado mediante biopsia
percutanea con aguja gruesa guiada por ecografia de la masa de la cabeza del pancreas el 26 de diciembre de 2013.
El 14 de enero de 2014, se realizaron un PTCD + colocacién de una endoprétesis vascular biliar. El extracto de
proteoglicanos de algas preparado de acuerdo con el Ejemplo 1.1 se administrd al paciente el 15 de diciembre de
2013, 1350 mg/dia, se aumenté hasta 2025 mg/dia después de 20 dias. El paciente no recibié ningun otro tratamiento.

Observacién de la eficacia clinica: el estado del paciente se estabilizd tras una remision parcial (PR), y la supervivencia
global fue de 20 meses.

La figura 3 mostraba los cambios en las imagenes por TAC del pancreas del paciente tras la administracién del extracto
de proteoglicanos de algas durante tres meses. La imagen de la fase arterial mostré que el tumor se redujo de
46 x 51 mm a 35 x 46 mm después de 3 meses. Las imagenes de la fase venosa mostraron que la densidad de la
zona necrdtica central se habia reducido significativamente. Esto confirmé adicionalmente que el extracto de
proteoglicanos de algas divulgado en el presente documento puede utilizarse para el tratamiento del carcinoma de
pancreas, y tiene un efecto inhibidor significativo en el carcinoma de pancreas avanzado.

El carcinoma de pancreas es un cancer del tubo digestivo muy maligno. Los pacientes con carcinoma de pancreas
tendran una supervivencia de aproximadamente 4 meses sin ningln tratamiento, o de 16 meses tras la reseccién. Sin
embargo, debido a la baja tasa de diagndstico del carcinoma de péncreas precoz, la mayoria de los casos se han
desarrollado hasta el estadio avanzado cuando se realiza el diagnéstico, y no son aptos para el tratamiento quirdrgico.
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Las terapias farmacolégicas existentes no pueden prolongar eficazmente la supervivencia de los pacientes. Los
inventores resumieron los efectos de las terapias farmacolégicas recogidas en la bibliografia del estado de la técnica
(Tabla 6). En la Tabla 6 puede observarse que incluso con la combiterapia, la supervivencia global era como maximo
de 9 meses. Sorprendentemente, el paciente con carcinoma de pancreas avanzado de este Ejemplo, después de
tomar el extracto de proteoglicanos de algas, obtuvo una inesperada supervivencia global de 20 meses. Esto
demuestra que el extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente documento es significativamente
superior a las terapias farmacolégicas existentes en el tratamiento de pacientes con carcinoma de pancreas, y este
efecto es inesperado.

Tabla 6
Investigador Nu(r:gzgosde Esquema experimental Supervivencia global

Berlin et al 322 Gemcitabina frente a gemcitabina + 5-FU | 5,4 frente a 6,7 meses (p = 0,09)

Rocha Lima et 340 _G_emmte;blna frente a gemcitabina + 6,3 frente a 6,6 meses (p = 0,79)

al irinotecan

Louvet et al 313 | Semitabina frente a gemcitabina + 7,1 frente a 9,0 meses (p = 0,13)
oxaliplatino

Oettle et al 565 | Semeitabina frente a gemoitabina + 6,3 frente a 6,2 meses (p = 0,79)
irinotecan

Heinemann et 195 G_em0|_tab|na frente a gemcitabina + 6,0 frente a 7,5 meses (p = 0,15)

al cisplatino

Starhopoulos 145 _G_emmte;blna frente a gemcitabina + 6,4 frente a 6,5 meses (p = 0,97)

et al irinotecan

Abou-Alfa et al 349 | Semcitabina frente a gemcitabina + 6,2 frente a 6,7 meses (p = 0,52)
exatecan

Hermann et al 319 Gemc!tab!na frente a gemcitabina + 7,2 frente a 8,4 meses (p = 0,234)
capecitabina

Cunningham 533 Gemc!tabl_na frente a gemcitabina + 7.1 frente a 6,2 meses (p = 0,08)

et al capecitabina

Poolon et al 832 Gemcitabina frente a gemcitabina FDR. 4,9 frente a 6,2 meses (p = 0,04)

P frente a gemcitabina + oxaliplatino frente a 5,7 meses (p = 0,22)

Colucci et al 400 G_emcr_tabma frente a gemcitabina + 7,2 frente a 8,2 meses (p = 0,38)

eisplatino

Ejemplo 2 Efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas en el cancer de higado (Ejemplo de

referencia)

En este ejemplo, se analizé el efecto del extracto de proteoglicanos de algas en el tiempo medio de supervivencia de
11 pacientes con carcinoma hepatocelular.

Se trataron once pacientes con carcinoma hepatocelular con el extracto de proteoglicanos de algas preparado de
acuerdo con el Ejemplo 1.1 (1080 mg/dia), hasta que el paciente muriera o la administracién oral resultara irrealizable.
Los tiempos de supervivencia de todos los casos fueron de 2~43 meses, y la mediana del tiempo de supervivencia
fue de 15,2 meses para 11 pacientes con CHC. El mayor tiempo de supervivencia fue de 43 meses, 4 pacientes
obtuvieron un tiempo de supervivencia superior a 20 meses, 8 pacientes obtuvieron un tiempo de supervivencia
superior a 11 meses, 9 pacientes obtuvieron un tiempo de supervivencia superior a 6 meses y 1 paciente obtuvo un
tiempo de supervivencia inferior a 3 meses. En estos casos, a un paciente especial recomendado por la Anhui Charity
Federation, ZBFU del Anhui Hospital, se le diagnosticé un cancer primario de higado el 2 de agosto de 2005, T2NOMO,
estadio I, con lesién ocupante de espacio de 3,0 x 3,7 cm en el |6bulo derecho del higado; y por esplenomegalia,
cirrosis hepatica, calculo en el riidn izquierdo acompafiado de hemorragia, no se administré ningln otro tratamiento.
Este paciente entré en el estudio el 24 de septiembre de 2005 y comenzd a tomar el extracto de proteoglicanos de
algas preparado de acuerdo con el Ejemplo 1.1. ZBFU muri6 el 6 de abril de 2009. Este paciente tomé el extracto de
proteoglicanos de algas de forma continuada y sobrevivié 43 meses.

El tiempo de supervivencia de los pacientes con cancer de higado ha sido el problema méas dificil en el tratamiento del
cancer de higado. Diferentes quimioterapias para pacientes inoperables Unicamente pueden prolongar la mediana del
tiempo de supervivencia en 1-2 meses. En la actualidad, la medicacién convencional para el cancer de higado es el
sorafenib (nombre comercial: NEXAVAR), con una mediana del tiempo de supervivencia de 10,7 meses y de 7,9
meses en el grupo de tratamiento y en el grupo de control con placebo, respectivamente. Sin embargo, en este
Ejemplo, después de tomar el extracto de proteoglicanos de algas, los pacientes con cancer de higado tienen una
mediana del tiempo de supervivencia de 15,2 meses. Esto demuestra que el extracto de proteoglicanos de algas
divulgado en el presente documento es significativamente superior al medicamento existente para el tratamiento del
cancer de higado.
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Ejemplo 3 Efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas en el cancer de colon (Ejemplo de

referencia)

En este ejemplo, se analizé el efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas en ocho pacientes con cancer
de colon.

De estos 8 pacientes con cancer de colon, 2 pacientes son varones y 6 son mujeres, de 38 a 68 afios, y la mediana
de edad es de 60,5 afios; y la calificacién de la condicidn fisica variaba entre 70 y 90. Dos pacientes padecian cancer
de colon en estadio clinico lll y seis pacientes padecian cancer de colon en estadio clinico IV; por lo que todos los
casos eran tumores en estadio clinico Ill o IV. Se diagnosticaron patolégicamente 8 casos (8 de los cuales fueron
intervenidos quirdrgicamente).

Estado general de los sujetos con cancer de colon

Género Masculino 2 casos | 25,00 %
Femenino 6 casos | 75,00 %
Intervalo 38-68

Edad (afios) Mediana de la edad 60,5
>65 2 casos | 25,00 %
<65 6 casos | 75,00 %
>80 4 casos | 50,00 %

Calificacioén de la condicién fisica 70-80 4 casos | 50,00 %
Mediana de la KPS 85

Método de diagnéstico Patologia 8 casos | 100,00 %

. .| Cirugia + quimioterapia 3 casos | 37,50 %

Antecedentes de tratamiento previo Cirugia + radioterapia + quimioterapia | 5 casos | 62,50 %

Recidiva y metastasis Recaida 2 casos | 25,00 %
Metéastasis a distancia 6 casos | 75,00 %

Estadio IHA/IIB 2 casos | 25,00 %
[\ 6 casos | 75,00 %

Ocho pacientes con cancer de colon tomaron el extracto de proteoglicanos de algas preparado de acuerdo con el
Ejemplo 1.1 a una dosis de 1080 mg/dia. Después de 56 dias de tratamiento, 1 caso mostré una remisién parcial (PR),
3 casos mostraron una enfermedad estabilizada (SD), 4 casos mostraron una enfermedad progresiva (PD). La tasa
de eficacia (RC+PR/numero total de casos) para el tratamiento de los ocho casos de cancer de colon fue del 12,5 %,
y la tasa de control de la enfermedad (RC+PR+SD/nUmero total de casos) fue del 50 %.

Ejemplo 4 Efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas en el cancer gastrico (Ejemplo de

referencia)

También se estudio el efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas en pacientes con cancer gastrico.

De tres pacientes con cancer gastrico, todos eran varones, de 57 a 67 afios, con una mediana de edad de 65 afios.
Los tres pacientes se encontraban en estadio avanzado, en los que 2 casos eran tumores en estadio clinico Il y 1
caso era un tumor en estadio clinico |V; y el tipo de tejido de todos los casos era un adenocarcinoma. Los tres casos
fueron diagnosticados patol6gicamente (incluyendo 1 caso sometido a biopsia y 2 casos intervenidos quirdrgicamente).

Los tres pacientes con cancer gastrico tomaron el extracto de proteoglicanos de algas preparado de acuerdo con el
Ejemplo 1.1 a una dosis de 1080 mg/dia. Después de 56 dias de tratamiento, 2 casos mostraron una enfermedad
estabilizada (SD), 1 caso mostré6 una enfermedad progresiva (PD), y la tasa de control de la enfermedad fue del
66,7 %.

Ejemplo 5 Efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas en el linfoma (Fjemplo de referencia)

En este ejemplo, se analiz6 el efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas en pacientes con linfoma.

Estado del paciente: mujer de 62 afios, con un diagnéstico de linfoma no hodgkiniano NHL (difuso de linfocitos B
grandes), en estadio IVB (tumor en estadio terminal). El tratamiento previo incluyé 6 ciclos de quimioterapia CHOP, 8
ciclos de quimioterapia IMVP-16 y 2 ciclos de quimioterapia HDAra-c + VP-16. Después del tratamiento anterior, se
encontré una masa de 3 x 2 cm en la regién submandibular izquierda.

Desde el 2 de marzo de 2003, los pacientes con linfoma no hodgkiniano difuso de linfocitos B grandes que habian
recaido tras multiples quimioterapias empezaron a tomar los extractos de proteoglicanos de algas preparados de
acuerdo con el Ejemplo 1.1 por via oral a una dosis de 2700 mg/dia, tres veces al dia. El 31 de marzo de 2003, el
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tamafio de la lesion se habia reducido hasta 1,5 x 1,8 cm. La eficacia clinica se evalué como remisién parcial (PR).

La paciente mencionada con linfoma no hodgkiniano difuso de linfocitos B grandes recidivante tras miltiples
quimioterapias logré una remisién parcial tras 28 dias de tratamiento con el extracto de proteoglicanos de algas, lo
que demuestra que el extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente documento tiene un efecto
terapéutico significativo en el linfoma.

Ejemplo 6 Efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas en el cancer de eséfago (Ejemplo de

referencia)

En este ejemplo, se analizé el efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas en pacientes con cancer de
esofago.

En el estudio participaron dos pacientes con cancer de eséfago con una calificacién de la condicién fisica de 80, y
ambos se encontraban en un estadio avanzado (estadio Il y estadio 1V), con metéastasis a distancia. Tras el tratamiento
con el extracto de proteoglicanos de algas preparado de acuerdo con el Ejemplo 1.1, un caso mostré una remisién
parcial (PR) y el otro una enfermedad estabilizada (SD), como se muestra en la siguiente tabla.

Evaluacién tumoral de pacientes evaluables con cancer de eséfago

o Nombre N.°de Estadio . . Efecto
N. - - Tipo de tejido Py
abreviado serie tumoral terapéutico
SXFA 3 v Adenocarcinoma SD
5 ZSCA 5 v Carcinoma de células PR
escamosas

Después, se describieron las condiciones especificas de los dos pacientes.

Paciente SXFA, varén, nacido el 19 de marzo de 1941, su estado y tratamiento fueron los siguientes:

mediante una biopsia tisular se le diagnosticd al paciente un adenocarcinoma de es6fago poco diferenciado, estadio
IV, el 10 de noviembre de 2005.

El 8 de noviembre de 2005, el resultado del TAC mostré un levantamiento nodular de 6 cm de longitud en la mucosa
situado a 40 mm de la linea de los incisivos con erosiones hemorragicas.

Del 13 de agosto de 2006 al 15 de noviembre de 20086, el paciente tomé por via oral el extracto de proteoglicanos de
algas preparado de acuerdo con el Ejemplo 1.1 a una dosis de 1080 mg/dia de forma continuada, sin recibir ninglin
otro tratamiento antes ni durante la administracion del extracto de proteoglicanos de algas.

El 13 de octubre de 20086, el resultado del TAC mostrd un defecto de llenado irregular de 5 cm en la parte inferior del
eso6fago, y la altura de la lesién era de 5 mm.

La eficacia terapéutica se evalué como enfermedad estabilizada (SD).

Paciente ZSCA, varén, nacido el 17 de julio de 1957, su estado y tratamiento fueron los siguientes:

mediante puncién y frotis se le diagnosticd al paciente un carcinoma esofagico de células escamosas, estadio IV, el
15 de mayo de 2006.

El 17 de mayo de 2006, el resultado del TAC mostré un ganglio linfatico de 5,5 x 5 cm en la clavicula derecha.

Del 17 de mayo de 2006 al 1 de noviembre de 2006, el paciente tomé por via oral el extracto de proteoglicanos de
algas preparado de acuerdo con el Ejemplo 1.1 a una dosis de 1080 mg/dia de forma continuada, sin recibir ninglin
otro tratamiento antes ni durante la administracion del extracto de proteoglicanos de algas.

El 1 de noviembre de 20086, el resultado del TAC mostré un ganglio linfatico de 2,5 x 2 cm en la clavicula derecha.

La eficacia terapéutica se evalué como una remisiéon parcial (PR).

Los datos anteriores demuestran que el extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente documento
también tiene un efecto terapéutico en los canceres de eséfago.

Ejemplo 7 El extracto de proteoglicanos de algas alivié el dolor asociado al tumor

Ejemplo 7.1 Efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas en el dolor provocado por el cancer de higado
(Ejemplo de referencia)
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El dolor es un sintoma clinico comUn del cancer de higado avanzado y afecta gravemente a la calidad de vida de los
pacientes. Convencionalmente se utilizaban farmacos analgésicos potentes para controlar el dolor. En este Ejemplo,
se eligieron 18 pacientes con carcinoma hepatocelular para estudiar el efecto inhibidor o profilactico del extracto de
proteoglicanos de algas sobre el dolor.

Se trataron dieciocho pacientes con carcinoma hepatocelular con el extracto de proteoglicanos de algas preparado de
acuerdo con el Ejemplo 1.1 a una dosis de 1080 mg/dia, hasta que los pacientes murieran o la administracién oral
resultara irrealizable. Ninguno de los casos tomé otros farmacos analgésicos durante el estudio, y el dolor de los 14
pacientes se midié6 mediante una escala de dolor. Entre estos 14 casos, 2 casos no mostraron dolor en ningin
momento; 7 casos mostraron alivio del dolor; 5 casos mantuvieron un dolor leve de 1-2 grados, sin cambios. Los casos
tipicos incluian a los siguientes pacientes.

Un paciente necesitaba tomar fuertes analgésicos de morfina al entrar en el estudio, y los analgésicos no fueron
necesarios poco después de la administracion del extracto de proteoglicanos de algas. Otro paciente tenia un tumor
enorme (8 x 8,5 cm) detectado mediante un anélisis por imagen, pero no aparecié ningln sintoma de dolor en la
paciente tras la administracién del extracto de proteoglicanos de algas.

Los datos anteriores mostraron que el extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente documento tiene
un importante efecto para inhibir y aliviar el dolor.

Las escalas de evaluacion del dolor utilizadas en el presente documento son las siguientes:

Valoracion de la calidad de vida de los pacientes

A. Apetito: B. Suefio:
(1). La ingesta de alimentos es casi imposible; (1. Dificultad para conciliar el suefio;
(2). Ingesta de alimentos <1/2 de la ingesta normal; (2). Suefio muy escaso;
(3). Ingesta de alimentos = 1/2 de la ingesta normal; (3). Suefio escaso;
(4). Ingesta de alimentos ligeramente reducida; (4). Suefio algo escaso;
(5). La ingesta de alimentos sigue siendo normall. (5). M&s o menos normall.
C. Dolor: D. Sintomas relacionados con el tumor (excepto
’ ’ el dolor):
@. Dolor intenso, con posicién pasiva, intolerable; @ Intenso, intolerable;
(2). Dolor intenso; (2. Intenso;
(3). Dolor moderado; (3). Moderado;
(4). Dolor leve; (@). Leve;
(5). Sin dolor. (5). Ninguno
E. PS (ECOG):

. IV;@. 1: G 1II; @. I: (5). 0.

Ejemplo 7.2 Efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas en el dolor del carcinoma de pancreas

También se estudi6 el efecto inhibidor del extracto de proteoglicanos de algas sobre el dolor en 24 pacientes con
cancer de pancreas, y los sintomas del dolor. Se trataron 24 pacientes con carcinoma de pancreas inscritos en el
estudio con el extracto de proteoglicanos de algas preparado de acuerdo con el Ejemplo 1,1 a una dosis de
2025 mg/dia, hasta que los pacientes murieran o la administracién oral resultara irrealizable. Los sintomas de dolor se
aliviaron significativamente en 24 pacientes, segln la escala de evaluacién del dolor.

Ejemplo 8 Efecto inhibidor del extracto de proteoglicanos de algas sobre la inflamacién

La inflamacién promotora de tumores se considera una de las caracteristicas del cancer. Las enfermedades
inflamatorias crénicas pueden aumentar el riesgo de padecer ciertos tipos de céancer, y diversas pruebas
epidemiolégicas sugieren que los AINE, especialmente el acido acetilsalicilico, son potentes agentes profilacticos
quimicos. Existen muchas células inflamatorias diferentes en el microentorno tumoral; y el direccionamiento de estos
factores en modelos de ratén de cancer hereditario, trasplantable e inducible puede reducir significativamente la
aparicion, el desarrollo y la diseminacién de enfermedades tumorales. Por lo tanto, esta compleja red de inflamacién
proporciona un objetivo para la prevencién y el tratamiento de enfermedades malignas. En este Ejemplo se analiz6 el
efecto del extracto de proteoglicanos de algas sobre la expresién de mediadores inflamatorios en células cancerosas.

Ejemplo 8.1 Efecto regulador del extracto de proteoglicanos de algas sobre la expresién de mediadores inflamatorios
en el modelo de cancer de pancreas

De acuerdo con los protocolos descritos en el Ejemplo 1, se preparé el extracto de proteoglicanos de algas y se cultivd
la linea celular de carcinoma de pancreas PANC-1.
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Las células se sembraron en placas de Petri de 100 mm (Corning®) (250 000 células por placa de Petri en 16 ml de
medio) el dia 1. Las células PANC-1 se trataron con 5 mg/ml de extracto de proteoglicanos de algas o con medio que
contenia PBS (control) el dia 2. Las células se dividieron en tres grupos: el grupo de control, el grupo de tratamiento
de 3 horas y el grupo de tratamiento de 18 horas, estando cada grupo duplicado.

Utilizando el sistema SignArrays®de AnyGenes®, se estudid la expresion de factores asociados a seis vias de
sefializacién gPCR (SignArrays® de AnyGenes®), incluidas angiogénesis, inflamacién, interferén y sistema inmunitario,
citocinas, estrés oxidativo y sistemas HLA. La Tabla 7 indica el niumero de factores cuya expresién estaba
significativamente reprimida (al menos 1 vez o mas) en comparacién con la muestra de control, entre los 76
mediadores inflamatorios analizados. El factor de cambio de algunos factores ilustrativos que estaban reprimidos en
comparacién con el control se enumeré en la Tabla 8.

Tabla7

Tiempo de Numero de factores con una expresién Numero de factores reprimidos 2
tratamiento significativamente reprimida veces 0 mas
3 horas 46 12

18 horas 55 13

Tabla 8

Nombre de los factores Simbolos Eggg; de cambio (tratamiento de 3 o de 18

Receptor de histamina H3 HRH3 3,46

peptidasa 3 relacionada con la calicreina KLK3 3,07

peptidasa 13 relacionada con la calicreina KLK13 3,07

Factor de crecimiento insulinoide 2 IGF2 3,66

Factor de necrosis tumoral TNF 2,8

Receptor 2 de leucotrienos B4 LTB4R2 | 2,62

Ligando 4 de quimiocina (motivo C-C) CCL4 2,48

Factor 3 estimulante de colonias (granulocito) CSF3 2,79

Receptor de dopamina 4 DRD4 4,13

Polipéptido del factor de crecimiento derivado de PDGEB 2.49

plaquetas beta

peptidasa 11 relacionada con la calicreina KLK11 3,22

peptidasa 15 relacionada con la calicreina KLK15 1,15

Receptor de leucotrienos B4 LTB4R 2,04

Leucotrieno C4 sintasa LTC4S 2,38

Ligando 2 de quimiocina (motivo C-C) CCL2 1,39

Interleucina 6 IL6 1,41

Interleucina 10 IL10 1,46

Receptor 2 del interferén (a) IFNAR2 1,08

Factor de crecimiento derivado de plaquetas A PDGFA 1,15

Factor de crecimiento derivado de plaquetas C PDGFC 1,2

Factor de crecimiento derivado de plaquetas D PDGFD 1,97

Proteina C-reactiva PCR 1,93

A partir de los resultados anteriores, puede observarse que el extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el
presente documento puede regular la expresidén de diferentes mediadores inflamatorios y citocinas en las células de
carcinoma de pancreas PANC-1, y tiene un efecto inhibidor significativo sobre la expresién de multiples factores
inflamatorios.

Ejemplo 8.2 Efecto regulador del extracto de proteoglicanos de algas sobre la expresién de mediadores inflamatorios
en modelos de cancer de higado y de pulmén (Ejemplo de referencia)

En el presente estudio, se utilizaron las lineas celulares de carcinoma hepatocelular HuH7 y de adenocarcinoma de
pulmén A549. Las dos lineas celulares se cultivaron mediante AnyGenes®.

Las células HuH7 se cultivaron en medio DMEM suplementado con un 10 % de FBS (suero bovino fetal, Gibco® de
Life Technologies™), 1 % de L-glutamina (200 mM; Gibco® de Life Technologies™), 1 % de piruvato de sodio (100 mM;
Gibco® de Life Technologies™) y 1 % de estreptomicina-penicilina (10 000 U/ml de penicilina y 10 000 ug/ml de
estreptomicina; Gibco® de Life Technologies™), y se incubaron a 37 °C bajo un 5 % de CO,. La viabilidad celular se
determind mediante el ensayo de exclusién con azul tripano.

Las células A549 se cultivaron en medio RPMI suplementado con un 10 % de FBS (suero bovino fetal; Gibco® de Life
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Technologies™), 1 % de L-glutamina (200 mM; Gibco® de Life Technologies™), 1 % de piruvato de sodio (100 mM;
Gibco® de Life Technologies™), 1 % de estreptomicina-penicilina (10 000 U/ml de penicilina y 10 000 ug/ml de
estreptomicina; Gibco® de Life Technologies™), y se incubaron a 37 °C bajo un 5 % de CO,. La viabilidad celular se
determind mediante el ensayo de exclusién con azul tripano.

El extracto de proteoglicanos de algas se prepard de acuerdo con el protocolo descrito en El ejemplo 1. La expresion
de los factores relevantes se analizé de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 3.1. La Tabla 9 indica el nimero
de mediadores inflamatorios y citocinas analizados en las células A549 y en las células HuH7, asi como el nUmero de
factores cuya expresién se vio significativamente reprimida (al menos 2 veces 0 més) en comparacidén con las muestras
de control después de 6 o de 12 horas de tratamiento. La Tabla 10 muestra el factor de cambio de algunos factores
ilustrativos que fueron reprimidos en comparacién con el control.

Tabla 9
Numero de factores ensayados | Numero de factores reprimidos 2 veces 0 mas
Célula A549 63 54
Célula HuH7 29 28
Tabla 10

Nombre de los factores Simbolos Facioérll::ilzscaArgglgc; (en Fac:c:%rljzscaraz%(en
peptidasa 11 relacionada con la calicreina KLK11 11,70
peptidasa 14 relacionada con la calicreina KLK14 7,27
Receptor B2 de la bradicinina BDKRB2 9,73
Factor de necrosis tumoral TNF 18,69
Mlemb_ro 11 dela s_uperfamllla de factor de TNESF11 507
necrosis tumoral (ligando)
Ligando 3 de quimiocina (motivo C-C) CCL3 8,25 8
Ligando 7 de quimiocina (motivo C-C) CCLY 11,64 12,51
Ligando 20 de quimiocina (motivo C-C) CCL20 6,27 4,71
Ligando 2 de quimiocina (motivo C-X-C) CXCL2 13,77
Polipéptido del factor de crecimiento derivado de PDGEB 275
plaquetas beta
Receptor 1 del interferén (a, By Q) IFNAR1 501
Interleucina 3 IL3 10,5
Interleucina 9 IL9 13,88
Interleucina 17B IL17B 15,21
Interleucina 20 IL20 4527
Factor 3 de diferenciacién del crecimiento GDF3 36,53
Factor inhibidor de la migraciéon de macréfagos MIE 589
(factor inhibidor de la glicosilacién) '
Factor 2 de diferenciacién del crecimiento GDF2 1172,65
Factor 11 de diferenciacién del crecimiento GDF11 8,42
Proteina morfogenética 4sea 2 BMP2 5,67 2,72
Proteina morfogenética 6sea 4 BMP4 2,36 6,04
Trombopoyetina THPO 6,29
peptidasa 4 relacionada con la calicreina KLK4 4,48
peptidasa 5 relacionada con la calicreina KLKS 6,92
Factor de crecimiento derivado de plaquetas C PDGFC 2,83 2,52
Factor de crecimiento derivado de plaquetas D PDGFD 3,15
peptidasa 15 relacionada con la calicreina KLK15 2,32
Proteina C-reactiva PCR 2515 12,15
Receptor B1 de la bradicinina BDKRBA1 2,71
Interleucina a6 IFNA6 27,34

Los resultados de los Ejemplos 8.1 y 8.2 muestran que el extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente
documento parece ser un modulador importante para regular la expresion de mediadores inflamatorios y citocinas en
una variedad de modelos de céncer, y puede inhibir significativamente la expresiéon de diferentes citocinas
proinflamatorias, lo que demuestra que el extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente documento es
capaz de inhibir la aparicién y progresién de la inflamacién, en particular la inflamacién asociada al tumor.

Ademas, la siguiente Tabla 11 muestra la relacién correspondiente entre los factores inflamatorios y las enfermedades
mediadas por los factores, de lo que se desprende que los mediadores inflamatorios y las citocinas que son regulados
por el extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente documento pueden mediar en el desarrollo de
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diferentes enfermedades. Por lo tanto, los extractos de proteoglicanos de algas capaces de reprimir estos factores
inflamatorios pueden utilizarse para tratar o prevenir diversas enfermedades y trastornos asociados a los factores
inflamatorios que incluyen, pero sin limitacién, las enfermedades o los trastornos indicados en la Tabla 11.

Tabla 11
Nombre de los factores Enfermedades correspondientes
Receptor de histamina H3 | inflamacién crénica de la vejiga, uretritis, vértigo vestibular, anafilaxia, asma,
(HRH3) cancer de higado, cancer de colon
peptidasa 3 relacionada Céncer de préstata, cancer colorrectal, cancer de testiculos
con la calicreina (KLK3)
peptidasa 11 relacionada Céncer de préstata, cancer gastrico
con la calicreina (KLK11)
peptidasa 14 relacionada cancer colorrectal, cancer de ovario, cancer cervicouterino,
con la calicreina (KLK14)
Factor de crecimiento Hemangioma (infantil), enfermedad cardiovascular, cancer colorrectal, meningitis
insulinoide 2 (IGF2) purulenta, cdncer de endometrio, carcinoma hepatocelular humano, cancer de
higado primario, aborto espontaneo, cancer de vejiga, esquizofrenia, glioma
cerebral, cancer de higado, cancer géstrico, fibrosis hepatica, cancer colorrectal,
hemorragia cerebral, cancer de pulmdn no microcitico, hepatitis B, cdncer de
mama, leucemia mieloide aguda
Factor de necrosis tumoral | infarto cerebral, hipertrofia de las amigdalas faringeas, hepatitis C, mieloma
(TNF) multiple, lupus eritematoso sistémico, inflamacién de la artritis reumatoide,
neumonia por micoplasma, colitis ulcerosa, asma bronquial, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, tuberculosis, Enfermedad de Parkinson, esteatosis hepatica no
alcohdlica, hipertensidén por obesidad, artritis idiopatica juvenil, rinitis alérgica,
cancer de pancreas, cancer de pulmén no microcitico, cancer géastrico, carcinoma
hepatocelular, cardiopatia coronaria, hepatitis autoinmunitaria, colangitis
esclerosante, cancer de mama, sindrome de obesidad de peso normal, retinopatia
diabética, hepatitis C, psoriasis, cancer cervicouterino, espondiloartritis,
enfermedad inflamatoria intestinal, lupus eritematoso, hipersomnia, cancer de
pulmén, enfermedad de Behcet, arteritis de células gigantes
Receptor 2 de Céncer de pulmén no microcitico, carcinoma de células escamosas, carcinoma
leucotrienos B4 (LTB4R2) | basocelular, psoriasis vulgar, sindrome del ganglio linfatico mucocutaneo, colitis,
artritis reumatoide, artritis idiopatica juvenil, enfermedad alérgica, inflamacién de
las vias respiratorias, cancer de pancreas, leucemia, cancer de ovario,
enfermedad alérgica, asma bronquial, cancer gastrico, ictus isquémico
Ligando 4 de quimiocinas | dafio hepético agudo inducido por farmacos
(motivo C-C) (CCL4)

Factor estimulante de Leucemia neutrofilica crdnica, lupus eritematoso sistémico

colonias 3 (granulocito)

(CSF3)

Receptor de dopamina 4 Esquizofrenia

(DRD4)

Polipéptido beta del factor | Carcinoma papilar tiroideo, asma bronquial, meningioma, diabetes de tipo 2,
de crecimiento derivado tromboembolia pulmonar

de plaquetas (PDGFB)

Receptor B2 de la Artrosis, hipertensién, infarto de miocardio, Enfermedad de Parkinson, artrosis,
bradicinina (BDKRB2) enfermedad de Alzheimer, angioedema hereditario

Miembro 11 de la Tiroiditis, carcinoma papilar de tiroides

superfamilia de factor de
necrosis tumoral (ligando)

(TNFSF11)

Ligando 3 de quimiocinas | Hepatitis B crénica, tuberculosis, enfermedad ésea del mieloma multiple, leucemia

(motivo C-C) (CCL3) linfocitica crénica, lupus eritematoso sistémico, condrosarcoma

Ligando 7 de quimiocinas | Leucoplasia oral y carcinoma de células escamosas, rinitis alérgica, sinusitis

(motivo C-C) (CCL7) crénica, Infeccidn por Listeria, colitis ulcerosa, miocarditis y esclerosis maltiple,
mieloma multiple, cancer gastrico, hepatitis B crénica, cdncer de préstata, cancer
de laringe

Ligando 20 de Nefropatia por IgA, cancer de higado, miocarditis virica, enfermedad pulmonar

quimiocinas (motivo C-C) obstructiva crénica, cancer colorrectal, psoriasis, cancer géastrico, carcinoma de

(CCL20) células escamosas de laringe, dolor lumbocrural discégeno, hepatitis B crénica,

lupus eritematoso sistémico, cancer de pulmén, cancer de mama, ictus cerebral,
cancer de colon, pulpitis, cancer de pulmén no microcitico, carcinoma esofagico de
células escamosas
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(continuacién)

Nombre de los factores

Enfermedades correspondientes

Ligando 2 de quimiocinas
(motivo C-X-C) (CXCL2)

Céncer de préstata, cancer colorrectal, tiroiditis de Hashimoto, carcinoma papilar
tiroideo, tuberculosis

Interleucina 3 (IL3)

Leucemia, cancer colorrectal, enfermedad de Kawasaki, anemia aplésica, cancer
de higado

Receptor 1 del interferén
(g, By Q) (IFNAR1)

Hepatitis B crénica, hepatitis C crénica, cancer gastrico, lupus eritematoso
sistémico, polimiositis, polidermatomiositis

Interleucina 9 (IL9)

Enfermedad de Hodgkin, leucemia mieloide, hepatitis B, espondilitis anquilosante,
rinosinusitis nasal crénica con pélipos nasales, linfoma difuso de linfocitos B
grandes, dermatitis atdpica, cardiopatia pulmonar crénica de gran altitud, lupus
eritematoso, artritis, enfermedad reumatoide, asma bronquial, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica

Interleucina 17B (IL17B)

Carcinoma epidermoide de laringe, mieloma multiple, cancer de pulmén no
microcitico, cancer gastrico, asma infantil, cancer de colon, cancer de pancreas

Interleucina 20 (IL20)

Rinitis alérgica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, psoriasis, artritis
reumatoide, asma bronquial, liquen plano, angina inestable, sindrome coronario
agudo, periodontitis

Factor de diferenciacién
del crecimiento 3 (GDF3)

Céncer de préstata, cancer de mama, teratocarcinoma, carcinoma embrionario

Factor inhibidor de la
migracién de macréfagos
(factor inhibidor de la
glicosilacion) (MIF)

Céncer de ovario, cardiopatia coronaria, ateroesclerosis, dermatitis atopica, cancer
de endometrio, infarto cerebral, pancreatitis aguda, carcinoma epidermoide
cervicouterino, cancer gastrico, cancer colorrectal, artritis reumatoide, carcinoma
epidermoide oral, cancer de higado, cancer de colon, cancer de pulmdn no
microcitico, diabetes, carcinoma nasofaringeo, cadncer de vejiga, carcinoma
epidermoide esofagico

Proteina morfogenética
6sea (BMP)

Glioma cerebral, cancer de higado, cancer colorrectal

Trombopoyetina (THPO)

Infarto cerebral agudo, sindrome de Sjogren primario, anemia aplésica infantil,
anemia apléasica, hipertension, cardiopatia coronaria, paralisis cerebral,
encefalopatia hipéxico-isquémica neonatal, hepatitis B

peptidasa 15 relacionada
con la calicreina (KLK15)

Céncer de préstata, cancer de ovario, cancer de tiroides, cancer de mama,
enfermedad celiaca, leucemia infantil

Leucotrieno C4 sintasa
(LTC4S)

Ictus isquémico, asma, sindrome de hipopnea apnea obstructiva del suefio, lupus
eritematoso, enfermedad cardiovascular

Ligando 2 de quimiocinas
(motivo C-C) (CCL2)

Enfermedad de Parkinson, cancer de mama, leucemia, cancer de préstata, dafio
cerebral hipdxico-isquémico, cancer colorrectal, carcinoma hepatocelular, gota,
amigdalitis, cancer géstrico, sindrome de dificultad respiratoria aguda, diabetes de
tipo 2, cardiopatia coronaria, trastorno obsesivo compulsivo, artritis reumatoide,
artrosis de rodilla, nefropatia crénica, ictus isquémico, esteatosis hepatica no
alcohdlica

Interleucina 6 (IL6)

Enfermedad de insuficiencia cardiaca; infeccién pulmonar; sindrome metabdlico;
diabetes de tipo 2; cardiopatia coronaria; esteatosis hepatica; septicemia neonatal;
fiebre aftosa; enfermedad pulmonar obstructiva crénica; cancer de higado; artritis
reumatoide; hepatitis B; ataque isquémico transitorio; cancer cervicouterino;
sindromes coronarios agudos; cancer de endometrio; cancer de pulmén; ictus
isquémico; cancer de prostata; lupus eritematoso; carcinoma epidermoide
esofagico; esclerosis multiple; dermatomiositis; carcinoma nasofaringeo,
enfermedad cardiovascular; cancer de préstata, enfermedades inflamatorias del
sistema nervioso

Interleucina 10 (IL10)

Enfermedad inflamatoria intestinal; artritis reumatoide; psoriasis; cancer géastrico;
cardiopatia coronaria; enfermedad periodontal; enfermedad cardiovascular; asma;
diabetes de tipo 1; esquizofrenia; enfermedad pulmonar obstructiva crénica;
septicemia; dermatitis atdpica; diabetes de tipo 2; sindrome coronario agudo;
hepatitis B; lupus eritematoso; fiebre aftosa; encefalitis; cancer cervicouterino;
eclampsia; tuberculosis

Receptor del interferdn (a)
2 (IFNAR2)

Hepatitis C, hepatitis B

Factor de crecimiento
derivado de plaquetas A
(PDGFA)

Colangiocarcinoma hiliar, esclerosis sistémica, cancer colorrectal, colitis ulcerosa,
carcinoma epidermoide cervicouterino, carcinoma nasofaringeo

Factor de crecimiento
derivado de plaquetas C
(PDGFC),

Cancer de mama
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Factor de crecimiento Céncer de mama, cancer géastrico, cancer colorrectal, cdncer de higado,

derivado de plaquetas D cardiopatia coronaria, complicaciones macrovasculares diabéticas,

(PDGFD) colangiocarcinoma, carcinoma epidermoide esofagico, enfermedad coronaria
aterosclerética, cancer de ovario, hemorragia cerebral, cancer de préstata, ictus
isquémico

Proteina C-reactiva (PCR) | Neumonia infantil, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, cardiopatia
coronaria, asma, sindrome de ovario poliquistico, hipertension, sindrome de
hipopnea apnea obstructiva del suefio, septicemia neonatal, depresion,
enfermedad de Kawasaki, neumonia extrahospitalaria, nefropatia diabética, artritis
reumatoide, diabetes de tipo 2, infarto cerebral, pancreatitis, septicemia, cdncer de
colon, esquizofrenia, carcinoma de células renales, infarto de miocardio,
ateroesclerosis, enfermedad cerebrovascular, enfermedad isquémica cardio-
cerebrovascular, sindrome metabdlico

peptidasa 4 relacionada Cancer de endometrio, cancer de mama, cancer de ovario, cancer colorrectal

con la calicreina (KLK4)

peptidasa 5 relacionada Cancer de mama, adenocarcinoma colorrectal, cancer rectal, cancer de ovario,
con la calicreina (KLK5) Sindrome de Netherton, dermatitis atdpica

Receptor de bradicinina Céncer cervicouterino, cancer de vejiga, cancer de endometrio, cancer de vesicula
B1 (BDKRB1) biliar

Interleucina a6 (IFNAB) Hepatitis B

Ejemplo 9 Efecto sinérgico del extracto de proteoglicanos de algas junto con antineoplasicos en el tratamiento
del cancer (Ejemplo de referencia)

Los animales experimentales utilizados en este estudio fueron ratones C57 hembra (18-22 g) o ratones KM hembra
(18-22 g), que fueron proporcionados por el Shanghai Experimental Animal Center of the Chinese Academy of
Sciences, N.° de certificado: 005.

Los tumores, incluidos el melanoma B-16 y el sarcoma S-180, fueron proporcionados por el Shanghai Institute of
Materia Medica of the Chinese Academy of Sciences.

El carboplatino se adquirié en Shandong Qilu Pharmaceutical Factory. La adriamicina se adquirié en Zhejiang Haimen
Pharmaceutical Factory. El etopésido se adquirié en Pudong Pharmaceutical Factory de Yadong Pharmaceutical
Company del Shanghai Pharmaceutical Industry Research Institute. El 5-fluorouracilo se adquirié en Shanghai Xudong
Haipu Pharmaceutical Co., Ltd. La ciclofosfamida se adquirié en Shanghai Hualian Pharmaceutical Co., Ltd. El resto
de antineoplasicos se adquirieron en Beijing Kerui Biological Engineering Co., Ltd.

Ejemplo 9.1 Efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas junto con otros antineoplasicos en el melanoma

Esquema experimental

Se utilizaron ratones C57 hembra (18-22 g) y melanomas B16 bien desarrollados de 7-11 dias. El tejido tumoral se
convirtié en suspensién celular. Se inocul6 la suspensidn celular a los ratones por via subcutédnea en la axila derecha,
aproximadamente 4,5-5 x 108 células/ratén. Después de 24 horas, los ratones se dividieron aleatoriamente en
diferentes grupos y se alojaron en jaulas separadas (n = 6). Se administr6 extracto de proteoglicanos de algas por via
oral y carboplatino, doxorrubicina o CTX por via intraperitoneal, una vez al dia. La administracién comenzé el segundo
dia y durd siete dias, con diferentes dosis. Al grupo de control de blanco se le administré solucién salina normal (NS).
Los animales fueron sacrificados y pesados (g de peso corporal) 24 horas después de la retirada del farmaco. Los
tumores fueron extirpados y pesados. Se calcul6 el peso promedio del tumor para cada grupo. De acuerdo con la
siguiente férmula, se calculé la tasa de inhibicién tumoral y se realiz6 la prueba T.

Tasa de inhibicién tumoral = x 100 %

A = peso medio del tumor (g) del grupo de control de blanco,
B = peso medio del tumor (g) del grupo terapéutico
Posologia
De acuerdo con los resultados de los experimentos preliminares, la dosis del extracto de proteoglicano de algas (en

lo sucesivo en el presente documento, proteoglicano de algas) se fijo en 30 mg/kg y 60 mg/kg, las dosis de carboplatino
fueron de 4 mg/kg y 8 mg/kg, la dosis de doxorrubicina fue de 1 mg/kg, y se administré CTX a 7,5 mg/kg.
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Resultados experimentales
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Los resultados anteriores muestran que, en comparaciéon con la monoterapia, el efecto antitumoral del proteoglicano
de algas combinado con carboplatino o doxorrubicina aumenté significativamente, pero la toxicidad no aumenté. La
toma del proteoglicano de algas a una dosis de 30 mg/kg, por ejemplo, aunque el proteoglicano de algas (30 mg/kg)
no inhibié eficazmente el crecimiento del melanoma por si solo (p>0,05), puede potenciar significativamente el efecto
de otros farmacos antitumorales. Por ejemplo, cuando se utilizé proteoglicano de algas (30 mg/kg) junto con
carboplatino, el efecto antitumoral del carboplatino aumentd significativamente (con una tasa de inhibicién tumoral del
38,9 %), en comparacién con la monoterapia de carboplatino (p<0,01). Cuando se utilizé proteoglicano de algas
(30 mg/kg) junto con doxorrubicina, la tasa de inhibicién tumoral de la doxorrubicina aumenté significativamente en un
13,1 %. Cuando se combind carboplatino con proteoglicano de algas (60 mg/kg), la tasa de inhibicién del carboplatino
aument6 significativamente en un 26,6 %.

Los resultados anteriores muestran que el extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente documento
puede potenciar el efecto terapéutico de antineoplasicos tales como carboplatino y doxorrubicina en el tumor
trasplantado de melanoma B16 en ratones, demostrando que el extracto de proteoglicanos de algas y los
antineoplésicos utilizados habitualmente tienen un efecto sinérgico en el tratamiento del melanoma.

Ejemplo 9.2 Efecto terapéutico del extracto de proteoglicanos de algas junto con otros antineoplasicos en el sarcoma
S-180 en ratones

Esquema experimental

Se utilizaron ratones KM hembra (18-22 g) y melanomas S-180 bien desarrollados de 7-11 dias. El tejido tumoral se
convirtié en suspensién celular. Se inocul6 la suspensidn celular a los ratones por via subcutédnea en la axila derecha,
aproximadamente 4,5-5 x 108 células/ratén. Después de 24 horas, los ratones se dividieron aleatoriamente en
diferentes grupos y se alojaron en jaulas separadas (n = 6). El extracto de proteoglicanos de algas (en lo sucesivo en
el presente documento, proteoglicano de algas) se administrd por via oral, y se administraron ciclofosfamida,
carboplatino, 5-fluorouracilo y etopésido por via intraperitoneal, una vez al dia. La administracién comenzé el segundo
dia y durd siete dias, con diferentes dosis. Al grupo de control de blanco se le administré solucién salina normal (NS).
Los animales fueron sacrificados y pesados (g de peso corporal) 24 horas después de la retirada del farmaco. Los
tumores fueron extirpados y pesados. Se calcul6 el peso promedio del tumor para cada grupo. De acuerdo con la
siguiente férmula, se calculd la tasa de inhibicién tumoral y se realizé la prueba T.

De acuerdo con la siguiente férmula, se calculd la tasa de inhibicién tumoral y se realiz6 la prueba T.

Tasa de inhibicién tumoral = x 100 %

A = peso medio del tumor (g) del grupo de control de blanco,
B = peso medio del tumor (g) del grupo terapéutico

Resultados experimentales
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A partir de los datos incluidos en las Tablas 15-18, puede observarse que el proteoglicano de algas a una dosis de 20-
30 mg/kg no inhibid el crecimiento del sarcoma S-180 (p>0,05), y el proteoglicano de algas a una dosis de 60 mg/kg
inhibioé el crecimiento del sarcoma S-180 con una tasa de inhibicién del 35,4 %, demostrando un efecto inhibidor del
proteoglicano de algas en el crecimiento del sarcoma de ratén.

El carboplatino a una dosis de 4 mg/kg utilizado solo no tuvo ninglan efecto inhibidor sobre el crecimiento del tumor
trasplantado de sarcoma S-180 en ratones (p>0,05). Cuando se utilizé carboplatino a una dosis de 4 mg/kg junto con
20 mg/kg de proteoglicano de algas, la tasa de inhibicién fue del 33 %. El proteoglicano de algas a una dosis de
60 mg/kg utilizado junto con 7,5 mg/kg de ciclofosfamida logré una tasa de inhibicién del 52,6 % en el crecimiento del
sarcoma S-180, un 10 % superior a la tasa de inhibicién conseguida utilizando Unicamente ciclofosfamida.

El efecto inhibidor del crecimiento del tumor trasplantado de sarcoma S-180 en ratones conseguido Unicamente con
3 mg/kg de etopdsido fue del 26,9 % (p>0,05). Cuando se utilizd etopésido con 20 y 30 mg/kg de proteoglicano de
algas, la tasa de inhibicién aumentd hasta el 33,5 % (p<0,05) y el 35,7 % (p<0,01), respectivamente.

El 5-fluorouracilo utilizado solo a una dosis de 15 mg/kg tuvo un efecto inhibidor moderado sobre el tumor trasplantado
de sarcoma S-180 en ratones. Cuando se combiné el 5-fluorouracilo con el proteoglicano de algas, el efecto antitumoral
aument6 significativamente, con una tasa de inhibicién del 67,5 %, demostrando que la combinacién de los dos
farmacos habia producido un efecto sinérgico.

Los datos anteriores mostraron que el uso combinado del extracto de proteoglicanos de algas divulgado en el presente
documento y antineopléasicos tales como 5-fluorouracilo, etopésido, carboplatino y ciclofosfamida puede aumentar la
eficacia terapéutica de estos antineoplasicos en el sarcoma S-180 en ratones, y el efecto sinérgico del proteoglicano
de algas combinado con S-fluorouracilo es més significativo.

Ademas, los solicitantes también han estudiado el efecto inhibidor del extracto de proteoglicanos de algas utilizado
solo y del extracto utilizado junto con gemcitabina sobre el tumor in vivo en ratones atimicos con cancer de pancreas,
asi como el efecto inhibidor sobre el carcinoma de péancreas en modelos de xenoinjertos tumorales derivados de
pacientes (PDX). Los resultados mostraron que el uso combinado del extracto de proteoglicanos de algas divulgado
en el presente documento y gemcitabina también tiene un efecto sinérgico en el tratamiento del carcinoma de
pancreas.
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REIVINDICACIONES

1. Un extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas o una composicion que comprende el extracto de
proteoglicanos de algas verdeazuladas para su uso en el tratamiento o la prevencién del cancer de pancreas, donde
el extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas se obtiene mediante las siguientes etapas:

(a) disolver polvo de algas verdeazuladas en un volumen de agua de 5-20 veces y romper la pared celular,

(b) calentar la mezcla resultante de la etapa (a) a una temperatura de 60-100 °C, y realizar la separacién sélido-
liquido tras el enfriamiento;

(c) ajustar el pH del liquido resultante de la etapa (b) a menos de 7, y realizar de nuevo la separacion sélido-liquido;

y
(d) ajustar el liquido resultante de la etapa (c) hasta un pH neutro, concentrando y secando si fuera necesario.

2. El extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas o la composicidén para su uso de acuerdo con la reivindicacidn
1, donde el extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas y/o el extracto de proteoglicanos de algas
verdeazuladas junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable se formulan en formas farmacéuticas
farmacéuticamente aceptables, preferentemente liquidos orales, capsulas, polvos, comprimidos, granulos, pildoras,
jarabes o inyecciones.

3. El extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas o la composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién
1, donde dicho extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas o dicha composicién se administran por via oral,
subcutanea, intramuscular o intraperitoneal, preferentemente donde dicho extracto de proteoglicanos de algas
verdeazuladas o dicha composicién se administra por via oral.

4. El extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas o la composicién para su uso de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1-3, donde el extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas se administra a una dosis de 5-
500 mg/kg de peso corporal al dia, preferentemente de 20-150 mg/kg de peso corporal al dia, y més preferentemente
de 30-120 mg/kg de peso corporal al dia.

5. El extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas o la composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién
1, donde el cancer de pancreas es un cancer primario 0 un cancer metastésico.

6. El extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas o la composicidén para su uso de acuerdo con la reivindicacidn
1, la composicién comprende ademés un inhibidor de la ADN polimerasa.

7. El extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas o la composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién
6, donde el inhibidor de la ADN polimerasa es gemcitabina.

8. El extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas o la composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién

6, donde el extracto de proteoglicanos de algas verdeazuladas o la composicién se administran por via oral,
subcutanea, intramuscular o intraperitoneal.
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Fig. 3
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es tnicamente para la comodidad del lector. No forma parte del
documento de la patente europea. A pesar del cuidado tenido en la recopilacién de las referencias, no se pueden
excluir errores u omisiones y la EPO niega toda responsabilidad en este sentido.

Documentos de patentes citados en la descripcién

« CN 1098707 C [0004] [0014] [0022]
« EP 1197218 A1 [0005]

Literatura diferente de patentes citada en la descripcién

e RENATA KONICKOVA et al. Annals of Hepatology, 01 March 2014, 273-283 [0005]
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