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DESCRIPCION

Formulacién farmacéutica de nutrientes que comprende polifenoles y uso en el tratamiento del cancer.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a una formulaciéon farmacéutica de nutrientes y a su uso para el tratamiento del
cancer. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a formulaciones farmacéuticas que contienen polifenoles,
que tienen una cantidad eficaz de polifenoles para el tratamiento del cancer. La formulacién de la presente invencién
se usa como un agente para la prevencion y el tratamiento del cancer que comprende 4cido ascérbico, lisina, prolina
y al menos un compuesto polifendlico seleccionado del grupo que consiste en galato de epigalocatequina, galato de
epicatequina, epigalocatequina, epicatequina y catequina.

Antecedentes de la invencion

El céncer es una de las causas principales de muerte en el mundo industrializado. No existe un tratamiento es-
pecifico y causal para el cdncer y la mortalidad por cdncer estd entre las mds altas de todas las enfermedades. Los
tratamientos mas ampliamente usados, quimioterapia y radioterapia, no distinguen entre el tejido sano y el cancer, y
estdn asociados con efectos secundarios graves. Por lo tanto, es necesario un tratamiento selectivo del céncer.

Uno de los mecanismos clave que usan las células de cancer con el fin de expandirse y metastatizar en el cuerpo
implica la destruccion enzimatica de los tejidos conjuntivos que lo rodean. Los procedimientos terapéuticos para
controlar este proceso mediante farmacos especificos no han tenido éxito y actualmente no hay medios disponibles para
controlar la metastasis del cancer. Los protocolos de tratamiento actuales con quimioterapia y radioterapia se centran
en la destruccién de células cancerosas en el cuerpo, y no se dirigen a la metastasis. Ademads, estos tratamientos son
téxicos, no son especificos y estdn asociados con efectos secundarios graves. La quimioterapia y radioterapia conllevan
el riesgo de desarrollar nuevos cdnceres y mediante la destruccién del tejido conjuntivo en el cuerpo pueden facilitar
la invasién del cancer.

Con el fin de crecer y expandirse a otras partes del cuerpo, las células cancerosas degradan la matriz extracelular
mediante diferentes metaloproteasas de la matriz (MMP) y plasmina, cuyas actividades se han correlacionado con
la agresividad del crecimiento tumoral. Rath y Pauling (1992) postularon que nutrientes tales como un aminoécido,
lisina y 4cido ascérbico, pueden actuar como inhibidores naturales de la proteolisis de la matriz extracelular y como
tales tienen el potencial de modular el crecimiento y la expansion tumoral. Estos nutrientes pueden ejercer su potencial
antitumoral por varios mecanismos, entre ellos por inhibicién de las MMP y por el fortalecimiento del tejido conjuntivo
que rodea las células cancerosas (efecto de “encapsulacién” del tumor).

La patente de EE.UU. n°® 5.962.517 describe una composicién farmacéutica para una indicacién médica diferente
(tratamiento del acné). La composicion descrita comprende un componente de reduccion del acné, al menos uno de raiz
de bardana-raiz de acedera amarilla, o una composicién basada en catequinas; y un componente de acondicionamiento
celular de la piel que comprende un metal de transicién. No se muestra que la composicion descrita tenga ningtin valor
beneficioso en el tratamiento y/o prevencién del cancer.

El documento PCT WO 00/76492 describe una formulacién de nutrientes para reducir la enfermedad, que contiene
un compuesto de catequina. Sin embargo, se ha mostrado que la biodisponibilidad de los compuestos de catequina es
pequeiia (Chen L., Lee M. J., Yang C.S. Drug Metab. Dispos. 25: 1045-1050 (1997); Yang C.S., Chen L., Lee M.J.,
Balentine D.A., Kuo M.C., Schantz S., Cancer Epidemol. Biomark. Prev. 7: 351-35 (1998); Bell J.R., Donovan J.L.,
Wong R., Waterhouse H., German J.B., Walzem R.L., Kasim K., Am. J. Clin. Nutr. 71:103-108 (2000); Sherry Chow
H.H., Cai Y., Alberts D.S., Hakim I., Dorr R., Shahi F., Crowell J.A., Yang S.C., Hara H., Cancer Epidemol. Biomark.
Prev. 10: 53-58 (2001)), y el documento PCT WO 00/76492 no describe medios para aumentar la biodisponibilidad
como se requiere en el tratamiento y/o prevencién del cancer.

El documento PCT WO 00/57875 describe el uso de catequinas para el tratamiento del cancer.

Demeule et al. describen que las catequinas del té verde pueden tener efectos inhibidores en las metaloproteasas
de la matriz. No se sugiere ni se ensefla como usar las catequinas en el tratamiento y/o prevencion del cancer. De-
bido a que la biodisponibilidad de los polifenoles en seres humanos es extremadamente baja, la baja concentracion
de catequinas en los tejidos reduce mucho el valor terapéutico de los polifenoles incluyendo el galato de epigaloca-
tequina (EGCG). Hay una necesidad constante de encontrar una composicién farmacéutica de nutrientes mejor que
contenga polifenoles que sea eficaz en el tratamiento de enfermedades neopldsicas y otras enfermedades incluyendo
enfermedades inflamatorias.

Se necesitan procedimientos naturales seguros y eficaces que se puedan usar para controlar el proceso de expansion
del céncer en el cuerpo. También se necesita una medida preventiva contra el desarrollo del cdncer o tumores benignos
en seres humanos, y que dicha medida se pueda aplicar a pacientes sin riesgo de efectos secundarios relacionados con
el tratamiento. Las composiciones farmacéuticas de nutrientes se han hecho populares a medida que ha aumentado la
incidencia del cancer en los dltimos tiempos. La necesidad de dicha composicidn continuard y aumentara.
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Sumario de la invencion

En un objetivo, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica de nutrientes titil en el tratamiento
del céncer, que comprende: a) un compuesto ascOrbico; b) un compuesto de L-lisina; ¢) un compuesto de L-prolina; y
d) al menos un compuesto polifenélico seleccionado del grupo que consiste en galato de epigalocatequina, galato de
epicatequina, epigalocatequina, epicatequina y catequina. Los compuestos a-c) potencian la actividad del compuesto
polifendlico en el bloqueo de la proliferacién y metastasis del cincer.

Preferiblemente, el compuesto ascorbico se selecciona del grupo que consiste en dcido ascorbico, sales de as-
corbato farmacéuticamente aceptables, ésteres de ascorbato y/o mezclas de los mismos. Preferiblemente, la sal de
ascorbato farmacéuticamente aceptable es ascorbato de calcio o ascorbato de magnesio. Mds preferiblemente, el éster
de ascorbato es palmitato de ascorbilo. Preferiblemente, el compuesto de lisina se selecciona del grupo que consiste
en hidrocloruro de lisina y sales de lisina farmacéuticamente aceptables. Preferiblemente, el compuesto de prolina se
selecciona del grupo que consiste en hidrocloruro de prolina y sales de prolina farmacéuticamente aceptables.

En otro objetivo, la presente composicidn farmacéutica de nutrientes comprende ademads oligoelementos seleccio-
nados del grupo que consiste en selenio, cobre, manganeso, calcio y magnesio.

En otro objetivo, la presente composicion farmacéutica de nutrientes ademds comprende un aminoacido. Pre-
feriblemente, el aminodcido es arginina. Mds preferiblemente, la presente composicién farmacéutica de nutrientes
comprende ademds N-acetil-cisteina.

En otro objetivo, la presente invencion proporciona una composicién farmacéutica de nutrientes 1til en el trata-
miento del cdncer, que comprende: a) un compuesto ascérbico; b) un compuesto de L-lisina; ¢) un compuesto de L-
prolina; d) N-acetil-cisteina; y e) al menos un compuesto polifendlico seleccionado del grupo que consiste en galato de
epigalocatequina, galato de epicatequina, epigalocatequina, epicatequina y catequina. Los compuestos a-d) potencian
la actividad del compuesto polifendlico en el bloqueo de la proliferacion y metdstasis del cancer.

En otro objetivo, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica de nutrientes que comprende
250 mg de 4cido ascérbico, 250 mg de ascorbato de calcio, 250 mg de ascorbato de magnesio, 250 mg de palmitato
de ascorbilo, 1.000 mg de polifenoles, 200 mg de N-acetil-cisteina, 1.000 mg de lisina, 750 mg de prolina, 500 mg de
arginina, 300 ug de selenio, 2 mg de cobre y 1 mg de manganeso.

En otro objetivo, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica de nutrientes que comprende
25 mg de 4cido ascorbico, 25 mg de ascorbato de calcio, 25 mg de ascorbato de magnesio, 25 mg de palmitato de
ascorbilo, 200 mg de polifenoles, 10 mg de N-acetil-cisteina, 50 mg de lisina, 25 mg de prolina, 50 mg de arginina, 1
mg de selenio, 2 ug de cobre y 50 ug de manganeso.

En otro objetivo, la presente invencion proporciona una composicién farmacéutica de nutrientes que comprende
5.000 mg de acido ascérbico, 5.000 mg de ascorbato de calcio, 5.000 mg de ascorbato de magnesio, 5.000 mg de
palmitato de ascorbilo, 5.000 mg de polifenoles, 1.500 mg de N-acetil-cisteina, 5.000 mg de lisina, 3.000 mg de
prolina, 3.000 mg de arginina, 200 ug de selenio, 9 mg de cobre y 10 mg de manganeso.

En otro objetivo, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica de nutrientes que comprende
250 mg de 4cido ascérbico, 250 mg de ascorbato de calcio, 250 mg de ascorbato de magnesio, 250 mg de palmitato
de ascorbilo, 1.000 mg de polifenoles, 200 mg de N-acetil-cisteina, 1.000 mg de lisina, 750 mg de prolina, 500 mg de
arginina, 100 ug de selenio, 2 mg de cobre, 1 mg de manganeso, 500 mg de calcio y 400 mg de magnesio.

En otro objetivo, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica de nutrientes que comprende
250 mg de acido ascorbico, 250 mg de ascorbato de calcio, 250 mg de ascorbato de magnesio, 250 mg de palmitato
de ascorbilo, 1.000 mg de polifenoles, 200 mg de N-acetil-cisteina, 1.000 mg de lisina, 750 mg de prolina, 500 mg de
arginina, 100 ug de selenio, 2 mg de cobre, 1 mg de manganeso, 500 mg de calcio, 400 mg de magnesio y 200 mg de
bioflavonoides citricos.

En otro objetivo mds, la presente invenciéon proporciona una composicion farmacéutica de nutrientes util en el
tratamiento del cdncer, que comprende: L-lisina, L-prolina, L-arginina, 4cido ascorbico, calcio, magnesio, polifenoles,
N-acetil-cisteina, selenio, cobre y manganeso.

En otro objetivo, la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica de nutrientes que comprende
1.000 mg de L-lisina, 750 mg de L-prolina, 500 mg de L-arginina, 710 mg de 4cido ascérbico, 22 mg de calcio, 50
mg de magnesio, 1.000 mg de polifenoles, 200 mg de N-acetil-cisteina, 30 ug de selenio, 2 mg de cobre y 1 mg de
manganeso.

En otro objetivo, la presente invencién proporciona un método para tratar el cdncer en un individuo, que comprende
la etapa de administrar al individuo las composiciones farmacéuticas de nutrientes descritas. Preferiblemente, el cancer
se selecciona del grupo que consiste en cancer de tipo melanoma, cancer de mama, cancer de colon, cdncer de pulmén
y cancer cerebral.
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En otro objetivo, la presente invencidén proporciona un método para tratar una enfermedad inflamatoria en un
individuo, que comprende la etapa de administrar al individuo la composicién farmacéutica de nutrientes descrita.
Preferiblemente, la enfermedad inflamatoria es la osteoartritis.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa los efectos inhibidores de polifenoles, ascorbato, prolina y lisina en el comportamiento de
migracion de células de cancer de mama humano.

La figura 2 representa los efectos inhibidores de polifenoles, ascorbato, prolina y lisina en el comportamiento de
migracién de células de cancer de colon humano.

La figura 3 representa los efectos inhibidores de polifenoles, ascorbato, prolina y lisina en el comportamiento de
migracion de células de melanoma humano.

La figura 4 representa los efectos inhibidores de polifenoles, ascorbato, prolina y lisina en la apoptosis de células
de melanoma humano.

La figura 5 representa los efectos inhibidores de dcido ascérbico, prolina, lisina y diferentes cantidades de EGCG
en la proliferacion celular de células de melanoma humano (A 2058).

La figura 6 representa los efectos inhibidores de EGCG en la proliferacion celular de células de cancer de mama
humano (MDA-MB 231)

La figura 7 representa los efectos de complementar el medio base con 4cido ascérbico, prolina, lisina y diferentes
cantidades de EGCG, en la proliferacién celular de células de cincer de mama humano (MDA-MB 231).

La figura 8 representa los efectos de complementar el medio base con dcido ascorbico, prolina, lisina y diferentes
cantidades de EGCG, en la proliferacién celular de células de cancer de colon humano (HCT 116).

La figura 9 representa los efectos de complementar el medio base con 4cido ascérbico, prolina, lisina y diferentes
cantidades de EGCG, en la expresién de metaloproteasas de la matriz (MMP) en células de melanoma humano.

La figura 10 representa los efectos de complementar el medio base con dcido ascérbico, prolina, lisina y diferentes
cantidades de EGCG, en la invasion de Matrigel por las células de cancer de mama humano (MDA-MB 231).

La figura 11 representa los efectos de complementar el medio base con dcido ascérbico, prolina, lisina y diferentes
cantidades de EGCG, en la invasién de Matrigel por las células de cancer de colon humano (HTC 116).

La figura 12 representa los efectos de complementar el medio base con dcido ascérbico, prolina, lisina y diferentes
cantidades de EGCG, en la reduccién del nimero de células invasoras en las células de melanoma humano (A 2058).

Descripcion detallada de la invencion

Tal como se usa en esta memoria, “lisina” se usa de forma intercambiable con L-lisina, “prolina” se usa de forma
intercambiable con L-prolina, “arginina” se usa de forma intercambiable con L-arginina, “vitamina C” se usa de for-
ma intercambiable con 4cido ascérbico y puede incluir sales de ascorbato o ésteres de ascorbato. “MMP” se refiere a
metaloproteasas de la matriz, p. ej., MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-4, MMP-5, MMP-6, MMP-7, MMP-8, MMP-
8, MMP-9, MMP-10, MMP-11 etc., “EGCG” se refiere a 3-galato de (-)-epigalocatequina que es el principal cons-
tituyente polifendlico presente en el té€ verde. “NHDF” se refiere al fibroblasto dérmico humano normal, incluyendo
condrocitos y células de estroma humano.

La presente invencién proporciona una composicién farmacéutica de nutrientes que comprende acido ascérbico,
lisina, prolina y al menos un compuesto polifendlico. Preferiblemente, el compuesto de ascorbato se selecciona del
grupo que consiste en acido ascdrbico, sales de ascorbato y ésteres de ascorbato. Preferiblemente, la lisina es hidro-
cloruro de lisina o sales de lisina farmacéuticamente aceptables. Preferiblemente, la prolina es hidrocloruro de prolina
o sales de prolina farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos polifendlicos son extractos de té verde. También se conocen como catequinas. Los polifenoles
estdn presentes en el té verde y se ha sugerido que proporcionan proteccién frente a una variedad de enfermedades
incluyendo el cancer (Mukhtar H., Ahmed N., Am. J. Clin. Nutr. 71:1698S-1702S (2000)). La administracién oral de té
verde potencia los efectos inhibidores de tumor de la doxorrubicina en ratones. La potencial actividad anticancerigena
de las catequinas puede estar relacionada con sus efectos en varios factores implicados en la proliferacion de células
cancerosas y su metdstasis. Se sabe que las catequinas producen la detencion del ciclo celular en células de carcinoma
humano (Ahmad N., Feyes D.K., Nieminen A.L, Agarwal R., Mukhtar H.J., Natl. Cancer Inst. 89:1881-1886 (1997)).
La fraccidn polifendlica del té verde también estd implicada en la proteccion frente a la inflamacidn y las citoquinas
inducidas por tumores.
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Los compuestos polifendlicos estdn presentes en el t€ verde como el 30% en peso seco. Incluyen flavanoles,
flavanodioles, flavonoides y 4cidos fendlicos. Los flavanoles son los mds abundantes entre los polifenoles en el té
verde y se conocen en general como catequinas. Hay cuatro catequinas principales en el té verde: 1) (-)-epicate-
quina, 2) 3-galato de (-)-epicatequina, 3) (-)-epigalocatequina, y 4) 3-galato de (-)-epigalocatequina (EGCG). Entre
las catequinas, el EGCG es el principal constituyente polifenélico presente en el té verde. El EGCG es un poten-
te compuesto antioxidante y puede atribuir al té verde la actividad anticancerigena. Se ha descrito que los com-
puestos de catequina ejercen su actividad antimetastatica previniendo el proceso de angiogénesis (Cao Y., Cao R.,
Nature 398:381 (1999)). También se ha mostrado que el EGCG interfiere con la actividad de la uroquinasa (ac-
tivador del u-plasminégeno) (Jankun J., Selrnan S.H., Swiercz R., Skrzypczak J.E., Nature: 387-567 (1997)), una
de las enzimas expresadas con mas frecuencia en los canceres humanos, El EGCG es un compuesto polifenélico
preferido.

Preferiblemente, el compuesto polifendlico se selecciona del grupo que consiste en galato de epigalocatequina,
galato de epicatequina, epigalocatequina, epicatequina, catequina y otras sales de polifenoles farmacéuticamente acep-
tables y/o mezclas de los mismos.

Uno de los objetivos terapéuticos principales de esta solicitud de patente es la prevencién de la digestién de la
matriz extracelular y su restauracién. El dcido ascdrbico o su sal (es decir, el ascorbato) es necesario para la sintesis
del coldgeno, elastina y otras moléculas clave de la matriz extracelular.

Preferiblemente, se usa una combinacién de acido ascérbico, prolina y lisina para potenciar la actividad anticance-
rigena de los compuestos polifendlicos. Mds preferiblemente, la combinacién potencia los compuestos polifendlicos
que incluyen el galato de epigalocatequina, galato de epicatequina, epigalocatequina, epicatequina, catequina, de mo-
do que el compuesto polifendlico es eficaz para reducir la invasion de células cancerosas o bloquear completamente la
invasion.

Sin ligarse a ninguna teorfa, la presente formulacién farmacéutica de nutrientes contiene una mezcla de ingre-
dientes que incluyen polifenoles y se encuentra que la mezcla funciona eficazmente en el bloqueo de los procesos de
proliferacién y metastasis. Los autores de la invencion han encontrado que la presente composicién de formulacién
de nutrientes reduce significativamente la invasién de las células de cdncer o bloquea la metistasis de las células de
céncer completamente. Por lo tanto, esta composicidn previene de forma eficaz que estds células se extiendan. El uso
terapéutico del compuesto reivindicado es un tratamiento eficaz, selectivo y seguro del cancer de mama, colon y otros
organos. Preferiblemente, la composicién farmacéutica de nutrientes descrita puede contener dos de los componentes
que estidn unidos covalentemente.

Preferiblemente, la eficacia de la composicion de nutrientes se potencia incluyendo compuestos que se sabe que
afectan de forma beneficiosa al crecimiento e invasion del cancer y otros tumores, incluyendo L-arginina y/o com-
puestos que contienen arginina. Mas preferiblemente, se usa N-acetil-cisteina. Mas preferiblemente, se usan una sal de
selenio, una sal de cobre y una sal de manganeso que son eficaces para prevenir y tratar el cdncer y otros tumores. Esta
composicién también puede incluir uno o mas compuestos necesarios como coenzima en el ciclo de Krebs, la cadena
respiratoria o para otras funciones metabdlicas de las células en una cantidad eficaz para prevenir y tratar el cdncer y
otros tumores.

La presente composicion farmacéutica de nutrientes se puede administrar a un paciente en forma de cdpsulas,
comprimidos, polvos, pildoras, inyecciones, infusiones, inhalaciones, supositorios u otros vehiculos y/o medios de
suministro farmacéuticamente aceptables, para prevenir y tratar el cancer y otros tumores. Preferiblemente, la compo-
sicién farmacéutica de nutrientes se administra en forma de cdpsulas, comprimidos o polvos. Mds preferiblemente, se
administra en forma de cépsulas.

La presente composicion farmacéutica de nutrientes se puede usar para prevenir y tratar el cdncer y otros tumores
en un paciente seleccionado, en el que el tumor o cancer est localizado en el pecho, ovarios, cuello de ttero u otros
organos del sistema reproductor femenino, pulmén, higado, piel, sistema gastrointestinal, cerebro, huesos u otros
organos del cuerpo. Preferiblemente, la composicién se usa en el cancer de pulmén y cancer de mama.

La presente composicién farmacéutica de nutrientes también se puede usar para prevenir y tratar enfermedades
infecciosas, aterosclerosis, reestenosis, otras enfermedades cardiovasculares y enfermedades inflamatorias. Preferible-
mente, la enfermedad inflamatoria es la osteoartritis.

Activacion de plasmina mediada por MMP: Se especula que la lisina puede afectar a la actividad de las MMP
por mecanismos mediados por plasmina, aunque no se excluyen otros mecanismos. Las MMP son segregadas como
proenzimas y su activacién es mediada parcialmente por la plasmina y la realizacién requiere la forma activa de
MMP-3. El mecanismo de activacién de diferentes MMP detallado por Nagasa (1997) indica que la MMP-3 también
requiere la conversidn del plasmindgeno en su forma activa, la plasmina. El centro de unién activo del plasminégeno
tiene los sitios en los que la lisina se une especificamente. Por lo tanto, la lisina puede interferir con la activacién del
plasminégeno en plasmina por el activador de plasminégeno (Rath y Pauling, 1992), por unién a los sitios activos del
plasminégeno. El dcido tranexdmico, un analogo sintético de la lisina, se ha usado para inhibir la proteolisis inducida
por plasmina por este mecanismo.
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Puesto que la actividad de la plasmina es esencial para inducir varias MMP tisulares, la lisina puede interferir
con la conversion del plasmindgeno en plasmina y asi puede inhibir la activacion de casi todas las MMP. Ademads, el
EGCG puede ejercer un efecto inhibidor en la degradacién de la matriz extracelular por inhibicién de la MMP-2.

Invasion del cdncer y papel de la matriz: También se puede afectar a la invasion de la matriz por las células cance-
rosas aumentando la estabilidad y resistencia del tejido conjuntivo que rodea las células cancerosas, y contribuyendo
a la “encapsulacién” del tumor. Esto requiere optimizar la sintesis y estructura de las fibrillas de coldgeno, para lo
cual es esencial la hidroxilacién de los restos de hidroxiprolina e hidroxilisina en las fibras de coldgeno. El acido
ascorbico puede ser esencial para la hidroxilacion de estos aminodcidos. El 4cido ascérbico y la L-lisina normalmente
no se producen en el cuerpo humano, por lo tanto puede darse un nivel por debajo del éptimo de estos nutrientes en
diferentes estados patoldgicos asi como por dietas inadecuadas. Aunque la prolina se puede sintetizar a partir de la
arginina, en afecciones patolégicas su sintesis o hidroxilacién pueden estar afectadas. Asi pues, se ha mostrado que el
contenido de hidroxiprolina del tejido tumoral metastatico es mucho menor que el del tejido tumoral no metastitico
(Chubainskaia e al., 1989). Una variedad de farmacos que reducen la metdstasis también aumentan el contenido de
hidroxiprolina de los tejidos (Chubainskaia et al., 1989). Se ha encontrado que el contenido de hidroxiprolina urinaria
de los pacientes de cancer es mayor que el de las personas sanas o pacientes sin cancer (Okazaki y col., 1992). Todos
estos descubrimientos sugieren efectos adversos de las células cancerosas en el metabolismo de la prolina y la posible
deficiencia condicionada de prolina en los pacientes de cancer.

Los pacientes de cancer pueden tener niveles insuficientes de dcido ascérbico. El dcido ascérbico puede ser ci-
totoxico para las lineas celulares malignas y ejerce accién antimetastdtica. La presente invencion describe que una
combinacién de 4cido ascérbico, prolina, lisina y al menos un compuesto polifenélico ejerce un potente efecto anti-
proliferativo y antimetastatico en las lineas celulares de cancer. Preferiblemente, la presente formulacién farmacéutica
de nutrientes es eficaz contra las células de melanoma, cdncer de mama y cdncer de colon. Mds preferiblemente, la
presente formulacion farmacéutica es eficaz contra las células de cancer de colon humano.

Compuestos polifendlicos (catequinas): el EGCG representa una de las catequinas en el extracto de té verde y
puede tener efectos inhibidores contra las células de cancer humano. El mecanismo subyacente exacto no esté claro.
La presente invencién describe una sinergia sorprendente en la formulacién farmacéutica de nutrientes que comprende
dcido ascérbico, prolina y lisina y al menos un compuesto polifendlico, en el bloqueo eficaz de la proliferacién y
metastasis de células de cancer.

La composicién farmacéutica de nutrientes de la presente invencidn bloquea eficazmente la invasién del cancer de
mama, colon, piel (melanoma) y otras formas de cdncer. Los ingredientes presentes en la formulacién de nutrientes
son compuestos naturales; y cuando se usan en el intervalo reivindicado como se describe en la solicitud, se muestra
que no tienen efectos secundarios t6xicos. Por lo tanto, esta composicion también se puede usar de forma profilactica,
es decir, para la prevencién eficaz del cancer y otros tumores en el cuerpo.

Puesto que las células viricas y otros microorganismos invasivos usan proteasas similares a las de las células de
céncer para expandir la infeccién por el cuerpo, la composicién reivindicada en esta patente se puede usar en la
prevencion eficaz y el tratamiento de enfermedades viricas y otras enfermedades infecciosas.

Un mecanismo similar de activacion de las metaloproteasas de la matriz que usan las células cancerosas para la
invasidén de la matriz, también contribuye a la desestabilizacién de placas aterosclerdticas que conducen a infartos de
miocardio y accidentes cerebrovasculares. Por lo tanto, la composicién reivindicada en esta patente también se puede
usar para la prevencion y tratamiento eficaces de la aterosclerosis, reestenosis y otras complicaciones cardiovasculares.

La activacién de las metaloproteasas de la matriz que usan las células de cdncer para la invasién de la matriz, es
un componente clave en diferentes afecciones inflamatorias. Por lo tanto, la composicién reivindicada en esta patente
también se puede usar para la prevencion y el tratamiento eficaces de enfermedades tales como la artritis reumatoide,
enfisema, alergias, osteoartritis y otras afecciones que incluyen aspectos inflamatorios.

La composicién farmacéutica de nutrientes de la presente invencién se puede proporcionar a un paciente en forma
de comprimidos, pildoras, inyecciones, infusiones, inhalaciones, supositorios u otros vehiculos y/o medios de sumi-
nistro farmacéuticamente aceptables.

Ejemplos

Se estudiaron los efectos del 4dcido ascoérbico, lisina, prolina y al menos un compuesto polifendlico por su potencial
antiproliferativo y antiinvasivo en diferentes lineas celulares de cdncer humano. M4s en particular, se examiné uno de
los ingredientes del extracto de té verde (es decir, el galato de epigalocatequina (EGCQG)).
Materiales y métodos

Las células de cancer de mama humano MDA-MB-231, células de cancer de colon humano HCT 116, linea celular

de melanoma humano A2058 se obtuvieron de ATCC. Los fibroblastos dérmicos humanos normales se obtuvieron de
GIBCO. Cuando no se indica, se usaron los medios de cultivo obtenidos de ATCC.
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En los estudios de proliferacién de células cancerosas cada tratamiento se repitié ocho veces. En los ensayos de
invasion, cada tratamiento se llevo a cabo en tres o cuatro repeticiones.

Estudios de proliferacion celular

En estos estudios, se hicieron crecer 5x10* células de cdncer de mama en medio de Liebovits con suero bovino
fetal (FBS) al 10% en placas de 24 pocillos. El medio se usé como tal (medio base) o con los complementos indicados.
Las placas se incubaron en un incubador con circulacién de aire (sin CO, complementario) durante 4 dias. Las células
de cancer de colon HCT116 se hicieron crecer en medio McCoy SA y se mantuvieron en un incubador con circulacién
de aire con CO, al 5%. Al final del periodo de incubacion, se extrajo el medio y las células en los pocillos se lavaron
con PBS seguido de incubacién durante 3 horas con colorante MTT. Se afiadi6 dimetilsulféxido (DMSO, 1 ml) a cada
pocillo. Las placas con DMSO se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos con agitacién suave y
después se midi6 la DO de la solucién en cada pocillo a 550 nm. La DOss, de la solucién de DMSO en el pocillo se
consider6 que era directamente proporcional al nimero de células. La DOss, del tratamiento que no contenia ningtin
complemento (medio base) se consideré que era 100.

Estudios de invasion de Matrigel

Los estudios se llevaron a cabo usando insertos de Matrigel (Becton Dickinson) en placas de 24 pocillos compati-
bles. Se sembraron fibroblastos y se hicieron crecer en los pocillos de la placa usando DMEM. Cuando los fibroblastos
alcanzaron la confluencia, se extrajo el medio y se sustituyé por 750 ul del medio indicado para el tratamiento. Las
células de cancer (5x10*) suspendidas en 250 ul de medio complementado con nutrientes como se especifica en el
disefio del experimento, se sembraron sobre el inserto en el pocillo. Asi, tanto el medio sobre el inserto como en el
pocillo contenian los mismos complementos. Después, las placas con los insertos se incubaron (en incubador con
circulacién de aire para las células MDA-MB-231 e incubador con CO, al 5% para las células de cancer de colon y
células de melanoma) durante 18-20 horas. Después de incubacion, se extrajo el medio de los pocillos. Las células
en la superficie superior de los insertos se quitaron suavemente con una torunda de algodén. Las células que habian
penetrado la membrana de Matrigel y habian migrado a la superficie inferior del Matrigel se tifieron con colorante
Hemacolor (EM Sciences) y se contaron visualmente con el microscopio. Los resultados se sometieron a ANOVA y
se ensay0 la significancia con p<0,05 para todas las posibles parejas.

Los medios en diferentes estudios se complementaron con dcido ascorbico, prolina, lisina y EGCG con las con-
centraciones indicadas.

Zimografia de gelatinasa

La zimografia de gelatinasa se llevd a cabo en gel de poliacrilamida prefundido Novex al 10% (Invitrogen) en
presencia de gelatina al 0,1%. Se cargd el medio de cultivo (20 ul) y se llevo a cabo la SDS-PAGE con tamp6n de
SDS con tris-glicina. Después de la electroforesis, los geles se lavaron con Triton X-100 al 5% durante 30 minutos y
se tifieron. Los patrones de las proteinas se hicieron correr simultineamente y se determinaron los pesos moleculares
aproximados.

Ejemplo 1

Se sembraron células de cancer de mama MDA-MB 231 (ATCC) sobre inserto de Matrigel en una cdmara de inva-
sién de Matrigel mejorada (BD). Se afiadi6 al pocillo medio condicionado de fibroblastos dérmicos humanos normales
(Clonetics) complementado con diferentes agentes (como se indica en la figura 1). La cdmara se incub6 durante 24
horas y se contaron las células que habian invadido la membrana de Matrigel y habian migrado a la superficie inferior
de la membrana. Estos datos muestran el efecto inhibidor del galato de epigalocatequina y la combinacién de dcido
ascorbico, prolina y lisina en la invasion de Matrigel y migracién por las células de cancer de mama humano MDA-
MB 231.

Ejemplo 2

Se sembraron células de cancer de colon humano HTCT116 (ATCC) sobre inserto de Matrigel en una camara
de invasioén de Matrigel mejorada (BD). Se afiadié al pocillo medio condicionado de fibroblastos dérmicos humanos
normales (Clonetics) complementado con diferentes agentes (como se indica en la figura 2). La cdmara se incubd
durante 24 horas y se contaron las células que habian invadido la membrana de Matrigel y habian migrado a la
superficie inferior de la membrana. Estos datos muestran un efecto inhibidor del galato de epigalocatequina y la
combinacién de 4cido ascérbico, prolina y lisina en la invasién de Matrigel y migracién por las células de cdncer de
de colon humano HCT116.
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Ejemplo 3

Se sembraron células de melanoma humano A2058 (ATCC) sobre inserto de Matrigel en una cdmara de invasion
de Matrigel mejorada (BD). Se afiadi6 al pocillo medio condicionado de fibroblastos dérmicos humanos normales
(Clonetics) complementado con diferentes agentes. La cdmara se incub6 durante 24 horas y se contaron las células
que habian invadido la membrana de Matrigel y habian migrado a la superficie inferior de la membrana. Estos datos
muestran un efecto inhibidor del galato de epigalocatequina y la combinacién de dcido ascorbico, prolina y lisina en
la invasién de Matrigel y migracién por las células de melanoma humano A2058.

Ejemplo 4

En este experimento se sembraron células de melanoma humano A2058 (ATCC) sobre inserto de Matrigel en una
cdmara de invasion de Matrigel mejorada (BD) en presencia de:

A: Medio condicionado de fibroblastos dérmicos humanos normales (Clonetics) y

B: el mismo medio complementado con diferentes nutrientes como se indica en las leyendas de la figura 4. Después
de 24 horas de incubacidn se observaron con microscopio y se contaron las células que habian invadido la membrana
de Matrigel y habian migrado a la superficie inferior de la membrana.

Estos datos muestran un efecto apoptotico del galato de epigalocatequina y la combinacién de dcido ascorbico
+ prolina + lisina en A2058. A: células de melanoma humano en medio de cultivo tisular. B: células de melanoma
humano en medio de cultivo tisular que contiene dcido ascérbico (100 uM), prolina (140 uM), lisina (400 uM) y
EGCG (20 pg/ml). Nota; las células se destruyeron.

Ejemplo 5
Estudio de proliferacion de células cancerosas
Células de melanoma A2058

La figura 5 muestra el efecto de 10, 20 y 50 ug/ml de EGCG sin y con complemento de lisina, prolina y dcido
ascérbico en la proliferacion de células de melanoma. Ni la lisina, prolina y dcido ascérbico, ni el EGCG con 10
y 20 pug/ml tenian un efecto significativo en la proliferacion celular. Sin embargo, el EGCG con 50 ug/ml reducia
significativamente el nimero de células a 30%. Se observo un efecto similar con la lisina, prolina y acido ascérbico.

Células de cdancer de mama MDA-MB-231

En estos experimentos, el medio base se complemento con EGCG 0, 10, 20, 50, 100 6 200 ug/ml (figura 6). Los
resultados muestran que el complemento del medio base con EGCG 50, 100 y 200 ug/ml reducia significativamente el
nimero de células a 56,1 + 5,3, 33,6 = 2y 29,6 + 0,8% comparado con controles sin complementos respectivamente.
Las concentraciones de EGCG en el medio celular de hasta 20 g/l no tienen ningtin efecto inhibidor significativo en
la proliferacion celular.

También se estudiaron los efectos del dcido ascérbico, lisina, prolina y diferentes concentraciones de EGC en la
proliferacion de células cancerosas. La figura 7 muestra una reduccién no significativa del niimero de células a 86,1
+ 1,93% con 4cido ascérbico, lisina y prolina. Otras adiciones de 20, 50 y 100 ug de EGCG a esta combinacién
reducian significativamente el ntimero de células a 74 + 5,8, 64,8 +1,6 y 22 + 5% comparado con el grupo de control
respectivamente.

Células de cdncer de colon HCT116

Aunque el efecto inhibidor del acido ascérbico, prolina y lisina en la proliferacién celular de células de cancer
de colon no era pronunciado, la combinacién de 4cido ascérbico, prolina y lisina con EGCG 20 ug/ml disminufa
significativamente el nimero de células a 69 + 0,5% (figura 8). Un nivel mayor de EGCG en esta combinacién (50
ug/ml) reducia drésticamente el nimero de células a 4,6 + 0,3%.

La actividad antiproliferativa de combinaciones de nutrientes usadas en estos estudios variaba con el tipo de células
cancerosas. En las células de cancer de mama, la combinacién de dcido ascérbico, prolina y lisina con EGCG tenia
efectos antiproliferativos mayores que cuando estos nutrientes se usaban individualmente. En el melanoma y células
de cancer de colon la exposicion a la combinacién de 4cido ascérbico, prolina y lisina no afecté a su proliferacion.
Sin embargo, la combinacién de estos nutrientes con EGCG 20 ug/ml daba como resultado una reduccion significativa
del ndmero de células de cancer de colon, pero no de las células de melanoma. Parecia que las células de cancer de
colon eran mas sensibles que las células de cancer de mama y las células de melanoma a la combinacién de acido
ascorbico, prolina, lisina y EGCG. La proliferacién de las células de cancer de colon se reducia casi completamente
(4,6%) cuando el acido ascérbico, prolina y lisina se daban con EGCG 50 ug/ml.

8
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Ejemplo 6
Estudios de zimografia de gelatinasa

El efecto del EGCG en las células de melanoma con medio base y complemento de dcido ascérbico, prolina y
lisina en la expresién de las MMP se representa en la figura 9 por zimografia de gelatinasa. Las células de melanoma
mostraban dos bandas correspondientes a MMP-2 y MMP-9. La combinacién de 4cido ascérbico, lisina y prolina no
tiene efecto en la expresion de las bandas de MMP comparado con el medio base. Sin embargo, el EGCG inhibe la
expresion tanto de MMP-2 como de MMP-9 de una forma dependiente de la dosis. La intensidad de las bandas para
el medio base y la combinacién de 4dcido ascérbico, lisina y prolina era la misma.

Ejemplo 7
Estudios de migracion e invasion de la matriz extracelular

Se examinaron los efectos inhibidores de una combinacién de 4cido ascérbico, prolina y lisina usada por separado
y junto con diferentes concentraciones de EGCG. Se estudiaron los efectos de estas combinaciones en la matriz
extracelular usando matrices de Matrigel preformadas, usadas habitualmente para evaluar el potencial invasivo de
diferentes lineas celulares de céncer.

Células de cdncer de mama MDA-MB-231

La figura 10 muestra los resultados de la invasiéon de Matrigel de las células de cdncer de mama incubadas en
presencia de 4cido ascorbico, prolina y lisina. La invasién de las células cancerosas incubadas en una combinacién
de dcido ascorbico, prolina y lisina se redujo a 48,1 + 22,1% comparado con las células incubadas en medio sin
complementar. En el medio complementado solo con 20 ug/ml de EGCG, el nimero de células invasoras disminuyd
a 69,5 + 27,4%. La inhibicién completa de la invasién de la matriz por las células de cincer de mama se lograba en
presencia de concentraciones de EGCG mas altas (50 ug/ml y 100 pg/ml).

En otra serie de estudios, el complemento del medio con 4cido ascérbico 100 uM redujo la invasién en 36%. El
complemento de 4cido ascérbico y prolina 140 uM reducia ademads la invasién en 47%. El uso de lisina 400 uM
ademds de dcido ascérbico y prolina en el complemento redujo mds la invasion a 67%; la lisina muestra una respuesta
lineal en la potenciacion de los efectos del dcido ascérbico y prolina hasta el nivel de 800 uM.

La figura 10 también muestra que la combinacién de 4cido ascérbico, prolina y lisina, asi como de 20 ug/ml
de EGCG era eficaz para detener completamente la invasién de células de cancer por la matriz extracelular. Esta
combinacién permite lograr el efecto inhibidor maximo en la invasién de las células de cancer sin necesidad de
usar concentraciones altas de nutrientes individuales. Asf pues, el 4dcido ascérbico, prolina y lisina junto con EGCG
permiten detener completamente la invasién de la matriz de las células de cancer de mama con un nivel mas bajo de
EGCG (20 pg/ml).

Células de cdncer de colon HCT116

La figura 11 muestra que la combinacién de dcido ascérbico, prolina y lisina reducia significativamente la invasion
de células de cancer de colon a 67,2 + 3,7%. E1 EGCG 20 ug/ml usado solo reducia la invasion a 44,9 + 3,3%, mientras
que la combinacién de dcido ascoérbico, prolina y lisina y 20 pg/ml de EGCG tenia un efecto sinérgico en la reduccién
de la invasion de células de cancer de colon a 24,9 + 4,6%.

Células de melanoma A2058

La figura 12 muestra que la combinacién de 4cido ascérbico, prolina y lisina era eficaz para reducir el ndmero de
células invasoras a 88,2 + 4%, sin embargo, esta disminucién no era estadisticamente significativa. La combinacién de
estos nutrientes con tan poco como 20 ug/ml de EGCG era eficaz para reducir el nimero de células invasoras a cero.

Los resultados muestran que el uso de 4cido ascérbico, prolina y lisina con EGCG permite obtener una reduccién
drastica del nimero de células que invaden y migran por la membrana de Matrigel con niveles mas bajos de EGCG.
La invasién se redujo a cero usando un nivel tan bajo como 24 ug/ml de EGCG con 4cido ascérbico, prolina y lisina
en las células de cancer de mama y células de melanoma. Los beneficios del resultado de la combinacién no eran tan
espectaculares con las células de cdncer de colon como los obtenidos con las células de cdncer de mama. El nivel de
EGCQG tenia que ser 50 ug/ml para obtener 90% de reduccion en la invasién por estas células. En este estudio, no se
observo alteracion de la expresién de las MMP en las células de melanoma, aunque el EGCG tiene un efecto inhibidor
en su expresion de una forma dependiente de la dosis.

Esta serie de estudios demuestran de forma concluyente que la presente formulacion farmacéutica de nutrientes que
comprende 4cido ascdrbico, prolina, lisina y al menos un compuesto polifendlico, ejerce un efecto antiproliferativo y
efecto antiinvasivo eficaces en las células de cancer.
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Ejemplo 8

Se ilustran las preparaciones de las siguientes formulaciones farmacéuticas de nutrientes (Tablas 1-5) y de EPICAN
FORTE™ (Tabla 6). Se encuentra que estas formulaciones que comprenden dcido ascérbico, prolina, lisina y al menos
un compuesto polifendlico son eficaces para bloquear la invasion de células cancerigenas y metastasis de las células
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de cancer.

TABLA 1

Formulacion 1

Sustancias bioquimicas Cantidad %
Acido ascérbico 250 mg 5,6
Ascorbato de calcio 250 mg 56
Ascorbato de magnesio 250 mg 56
Palmitato de ascorbilo 250 mg 56
Polifenoles 1.000 mg 22,5
N-Acetil-Cisteina 200 mg 4,5
Lisina 1.000 mg 22,5
Prolina 750 mg 16,8
Arginina 500 mg 11,2
Selenio 30 ug <0,01
Cobre 2mg 0,04
Manganeso 1mg 0,02

mg = miligramos
pg = microgramos
‘%" se refiere a % en peso

peso total de la formulacion

del ingrediente individual frente al
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TABLA 2

Formulacion 2

Sustancias bioquimicas Cantidad %
Acido ascorbico 25mg 57
Ascorbato de calcio 25 mg 57
Ascorbato de magnesio 25 mg 57
Palmitato de ascorbilo 25mg 57
Polifenoles al 50% 200 mg 46,0
N-Acetil-Cisteina 10 mg 2,3
Lisina 50 mg 11,5
Prolina 25 mg 57
Arginina 50 mg 11,5
Selenio 1 png <0,001
Cobre 20 ug <0,001
Manganeso 50 ug <0,001

mg = miligramos

pug = microgramos

“%” se refiere a % en peso del ingrediente individual frente al

peso total de la formulacion

11
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TABLA 3

Formulacion 3

Sustancias bioquimicas Cantidad %
Acido ascorbico 5.000 mg 13,3
Ascorbato de calcio 5.000 mg 13,3
Ascorbato de magnesio 5.000 mg 13,3
Palmitato de ascorbilo 5.000 mg 13,3
Polifenoles al 100% 5.000 mg 13,3
N-Acetil-Cisteina 1.500 mg 4.0
Lisina 5.000 mg 13,3
Prolina 3.000 mg 8,0
Arginina 3.000 mg 8,0
Selenio 200 ng <0,001
Cobre 9 mg 0,02
Manganeso 10 mg 0,002

mg = miligramos

Hg = microgramos

‘%" se refiere a % en peso del ingrediente individual frente al

peso total de [a formulacién

12
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TABLA 4

Formulacion 4

Sustancias bioquimicas Cantidad %
Acido ascérbico 250 mg 47
Ascorbato de calcio 250 mg 4.7
Ascorbato de magnesio 250 mg 4,7
Palmitato de ascorbilo 250 mg 47
Polifenoles al 98% 1.000 mg 18,7
N-Acetil-Cisteina 200 mg 37
Lisina 1.000 mg 18,7
Prolina 750 mg 14,0
Arginina 500 mg 8.3
Selenio 100 pg <0,002
Cobre 2mg 0,04
Manganeso 1mg 0,02
Calcio 500 mg 93
Magnesio 400 mg 7.5

mg = miligramos

g = microgramos

“%" se refiere a % en peso del ingrediente individual frente al

peso total de la formulacién

13
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TABLA 5

Formulacion 5

Sustancias bioquimicas Cantidad %
Acido ascérbico 250 mg 45
Ascorbato de calcio 250 mg 4,5
Ascorbato de magnesio 250 mg 4.5
Palmitato de ascorbilo 250 mg 4.5
Polifenoles al 98% 1.000 mg 18
N-Acetil-Cisteina 200 mg 36
Lisina 1.000 mg 18
Prolina 750 mg 13,5
Arginina 500 mg 9
Selenio 100 ng <0,002
Cobre 2mg <0,04
Manganeso 1mg <0,02
Calcio 500 mg 9
Magnesio 400 mg 7,2
Bioflavonoides citricos 200 mg 3,6

mg = miligramos

n1g = microgramos

"%" se refiere a % en peso del ingrediente individual frente al

peso total de la formulacion

14
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TABLA 6
Formulacion para EPICAN FORTE™

Tamafio de la porcion: 6 capsulas (uso sugerido: 2 cépsulas 3 veces al dia
preferiblemente con las comidas).

6 Capsulas contienen: Cantidad por porcién| % del valor diario
L-Lisina 1.000 mg

L-Prolina 750 mg

L-Arginina 500 mg

Vitamina C (como acido ascérbico, ascorbato 782 mg 1180%

de calcio, ascorbato de magnesio y palmitato
de ascorbilo)

Calcio (del ascorbato de calcio) 22 mg 2%
Magnesio (del ascorbato de magnesio) 50 mg 12%
Extracto de té verde estandar (hoja) 1.000 mg

(polifenocles al B0% - 800 mg) descafeinado

N-Acetil-Cisteina 200 mg

Selenio (de L-selenometionina) 30mg 43%
Cobre (de glicinato de cobre) 2mg 100%
Manganeso (de citrato de manganeso) 1mg 50%

mg = miligramos

1g = microgramos

EPICAN FORTE™ es un nombre de marca registrada en una solicitud de patente
pendiente de EE.UU.

Otros ingredientes: Capsulas vegetarianas (hidroxipropilmetilcelulosa), dioxido de

silicio, celulosa y estearato de magnesio.

Ejemplo 9
Efectos de EPICAN FORTE™ en células de cdncer humano

Se estudiaron los efectos de EPICAN FORTE™ en células de cdncer humano. Se estudiaron pardmetros metas-
taticos tales como la expresién de metaloproteasas de la matriz (MMP) por zimografia de gelatinasa, potencial de
invasién por Matrigel y proliferacion/crecimiento por ensayos de MTT. Los protocolos para estos ensayos son como
se han descrito antes con detalle. Se usaron varias lineas celulares de cancer humano: cancer de piel - células de me-
lanoma 2058, cdncer de higado - células HepG2, fibrosarcoma - células HT 1080, cancer de colon - HCT 116, cincer
de mama ER+/MCF-7 y cancer de mama ER-/-MDA-MB-231.

Las siguientes tablas (Tablas 7 y 8) resumen los resultados:
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Efectos de EPICAN FORTE™ en la proliferacién/crecimiento de lineas celulares de cdncer humano

TABLA 7
Dosis de tratamiento de EPICAN FORTE™ (ug/ml): Porcentaje de control

Células de cancer 0 10 50 100 500 1000
Melanoma 100% 98 - 105 - 50
HepG2 100% 92 - 138 - 85
HT-1080 100% 100 - 97 80 63
Colon (HCT 116) 100% 119 125 141 120 106
MCF-7 100% 93 88 92 97 77
MDA-MB-231 100% 103 - 82 - 25

Efectos de EPICAN FORTE™ en la invasion de Matrigel y migracién por células de cdncer humano

TABLA 8
Dosis de tratamiento de EPICAN FORTE™ (ug/ml): Porcentaje de control

Células de cancer 0 10 50 100 500 1000
Melanoma 0% 80 98 100 -
HepG2 0% 15 25 50 95 100
HT-1080 0% 90 - 50 70 100
Colon (HCT 116) 0% 20 50 80 100 -
NMA-MB-231 0% 50 - 98 - -
MCF-7 No invasivas

Efectos de EPICAN FORTE™ en la expresion de metaloproteasas de la matriz (MMP) por lineas celulares de cdncer
humano

Células de melanoma: Las células de melanoma presentaban dos bandas en la zimografia de gelatinasa correspon-
dientes a MMP-2 y MMP-9. EPICAN FORTE™ inhibia la expresién de MMP-2 y 9 de una forma dependiente de la
dosis. La expresion de NEAP-2 y 9 se inhibia significativamente con una concentracién de EPICAN FORTE™ de 100
pg/ml y era practicamente indetectable con una concentracién de 1000 ug/ml.

Células HepG2: Como las células de melanoma, las células HepG2 también expresaban dos bandas correspon-
dientes a MMP-2 y MMP-9. EPICAN FORTE™ inhibia la expresién de MMP-2 y 9 con una concentracién de 500 y
1000 pg/ml.

Fibrosarcoma HT-1080: Las células HT-1080 presentaban dos bandas para MMP-2 y 9. EPICAN FORTE™ tam-
bién inhibia la expresion de ambas bandas de una forma dependiente de la dosis. Se observaron bandas muy débiles
con una concentracién de 500 y 1000 pg/ml.

Cdncer de colon HCT 116: Las células de cancer de colon mostraban sélo una banda en la zimografia correspon-
diente a MMP-2, que desaparecia totalmente con una concentracién de 100 pg/ml.
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MCF-7 y MDA+MB-231: Estas lineas celulares de cancer no expresaban ninguna banda de MMP en la concentra-
cién experimental de la invencidn, que era similar a la de las otras lineas celulares de céncer.

La invasién de MDA-MH-231 a través de Matrigel se inhibi6 en 50, 60 y 95% con EPICAN FORTE™ 10, 50 y
100 pg/ml, respectivamente. EPICAN FORTE™ no era téxico para MDA-MB-231 con 10 pug/ml y mostrd una ligera
toxicidad con 100 ug/ml. Sin embargo, presentaba una toxicidad significativa con 1000 pg/ml. No se expresaban ni
MMP-2 ni MMP-9 por zimografia. A diferencia de esto, EPICAN FORTE™ no era t6xico para MCF-7 incluso con
500 ug/ml, y presentaba una ligera toxicidad con 1000 pg/ml. MCF-7 no era invasiva y no expresaba actividades de

EPICAN FORTE™ inhibia la expresién de MMP-2 y MMP-9 de una forma dependiente de la dosis. La expresién
de MMP-2 y MMP-9 se inhibfa significativamente con una concentracién de EPICAN FORTE™ de 100 ug/ml y era
practicamente indetectable con una concentracién de 100 ug/ml. EPICAN FORTE™ usado con concentraciones de 10
y 100 pg/ml no afectaba significativamente a la viabilidad de las células, y con 100 pg/ml mostraba citotoxicidad en el
intervalo de 10-40 por ciento, dependiendo del tipo de célula. La invasién de las células de melanoma, células MDA-
MB-231 y un cocultivo de células de melanoma con NHDF a través de Matrigel se reducia significativamente de una
forma dependiente de la dosis. La invasion de células HT-1080 a través de Matrigel se inhibi6 en 10%, 50%, 70% y
100% con 10, 100, 200 y 1000 pg/ml, respectivamente. Es interesante que EPICAN FORTE™ no era téxico para las
células HT-1080 con 100 ug/ml. Estos resultados demuestran que EPICAN FORTE™ es muy eficaz para varias lineas
celulares de cdncer y también en cocultivo. Estas observaciones ponen de manifiesto que EPICAN FORTE™ puede
proporcionar una base terapéutica natural que lo convierte en un candidato valioso y prometedor para el tratamiento
de cdnceres humanos.

Ejemplo 10
Efectos de EPICAN FORTE™ en lineas de células humanas normales

Se estudiaron los efectos de EPICAN FORTE™ en células humanas normales. Se usaron pardmetros similares a
los de las lineas de células de céncer; en concreto, expresion de MMP por zimograffa, invasion a través de Matrigel
y proliferacién/crecimiento por ensayos de MTT. Se usaron varios fibroblastos dérmicos humanos normales (NHDF),
incluyendo: condrocitos humanos y células de estroma humano.

Las siguientes tablas (Tablas 9, 10y 11) resumen los efectos de EPICAN FORTE™ en la proliferacién/crecimiento,

invasién y metdstasis y producciéon de MMP en células humanas normales:

TABLA 9

Efectos de EPICAN FORTE™ en la proliferacion/crecimiento de células humanas normales. Dosis de tratamiento de
EPICAN FORTE™ (ug/ml): Porcentaje del control

Células normales 0 10 50 100 500 100

NHDF 100% 118 - 135 - a0

Condrocitos 100% 113 - 148 76 82

Células de estroma 100% 100 116 115 98 64
TABLA 10

Efectos de EPICAN FORTE™ en la invasion de Matrigel por células humanas normales. Dosis de tratamiento de
EPICAN FORTE™ (ug/ml): Porcentaje del control

Células normales 0] 10 50 100 200 1000
NHDF 0% 67% 89% 100% - -
Condrocitos 0% 45% 85% 95% 100% -
Células de estroma 0% 0% 95% 100%
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Los efectos de EPICAN FORTE™ en la expresion de metaloproteasas de la matriz (MMP) por células humanas
normales se resumen como sigue:

NHDF: NHDF expresaba solo una banda por zimografia correspondiente a MMP-2, que practicamente desaparecia
con una concentracién de EPICAN FORTE™ de 1000 ug/ml.

Condrocitos: Los condrocitos también mostraron solo una banda correspondiente a MMP-2. EPICAN FORTE™
inhibia la expresion de MMP-2 de una forma dependiente de la dosis. La expresiéon de MMP-2 se inhibia significati-
vamente con una concentracién de EPICAN FORTE™ de 100 ug/ml y desaparecia totalmente con una concentracion
de EPICAN FORTE™ de 200 pg/ml.

Células de estroma: Las células de estroma también presentaban solo una banda correspondiente a MMP-2. EPI-
CAN FORTE™ inhibia la expresiéon de MMP-2 de una forma dependiente de la dosis. Se observaba una banda muy
débil con una concentracién de 50 y 100 ug/ml, que era indetectable con una concentracién de 200 y 500 pg/ml.

En resumen, los resultados indicaban que EPICAN FORTE™ inhibe la expresion de MMP-2 de una forma depen-
diente de la dosis. La expresién de MMP-2 se inhibia significativamente con una concentracién de EPICAN FORTE™
de 100 pg/ml y practicamente no se detectaba con una concentraciéon de 200 pg/ml. Ademads, también se encontré que
la invasién de condrocitos a través de Matrigel se inhibia en 50%, 85% y 95% con 10 ug/ml, 100 ug/ml y 200 ug/ml.
Con 500 pg/ml la invasion se reducia totalmente a 0%.

EPICAN FORTE™ no era téxico para los condrocitos incluso con una concentracién de 200 ug/ml. De hecho,
EPICAN FORTE™ ejercia un efecto de proliferacion celular, un aumento de 70% en la proliferacion celular con 200
ug/ml, 70% maés frente al control. Se observé un ligero efecto téxico sélo con 500 ug/ml. Estos resultados demuestran
que EPICAN FORTE™ es eficaz para inhibir la expresion de MMP-2 y que EPICAN FORTE™ representa una
nueva formulacién de nutrientes antiinflamatoria como un procedimiento natural para inhibir la produccién de MMP
y la degradacién de la matriz extracelular en la osteoartritis y otros trastornos relacionados incluyendo la excesiva
degradacion de cartilago.

Aunque se acaba de empezar a llevar a cabo ensayos in vivo de Epican-Forte, se han publicado dos casos que
proporcionan la validez de Epican-Forte como medicamento para tratar el cancer.

Una paciente mujer con tumor cerebral diagnosticado se traté con quimio y radioterapia sin éxito y a finales de
abril de 2002 se desistid. Por suerte, se empezd a tratarla con Epican-Forte con las dosificaciones recomendadas. A
finales de agosto de 2002, por MRT se mostré que el tumor habia desaparecido.

Se diagnosticé a un paciente varén de 64 afos que tenia un nivel muy elevado del marcador tumoral PSA en
mayo de 2002 (59,9 ug/l), que tenia metastasis de carcinoma de préstata en los vasos linfaticos de la aorta. Empez6 el
tratamiento con Epican-Forte con la dosificaciéon recomendada. Tres meses mds tarde el nivel de PSA habia bajado a
0,9 ug/l. El control por TC a finales de octubre de 2002 mostré que la metastasis linfatica previamente visible ya no
aparecia y su prostata tenia un tamafio normal.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion farmacéutica de nutrientes que comprende:
- un compuesto ascorbico;
- un compuesto de L-lisina;
- un compuesto de L-prolina;

- al menos un compuesto polifendlico seleccionado del grupo que consiste en galato de epigalocatequina, galato
de epicatequina, epigalocatequina, epicatequina y catequina; y

- N-acetil-cisteina.

2. La composicion farmacéutica de nutrientes de la reivindicacion 1, en la que el compuesto ascérbico se selecciona
del grupo que consiste en dcido ascorbico, sales de ascorbato farmacéuticamente aceptables, ésteres de ascorbato y/o
mezclas de los mismos.

3. La composicion farmacéutica de nutrientes de la reivindicacién 2, en la que la sal de ascorbato farmacéutica-
mente aceptable es ascorbato de calcio o ascorbato de magnesio.

4. La composicién farmacéutica de nutrientes de la reivindicacién 2 6 3, en la que el éster de ascorbato es palmitato
de ascorbilo.

5. La composicion farmacéutica de nutrientes de una de las reivindicaciones precedentes, en la que el compuesto
de lisina se selecciona del grupo que consiste en hidrocloruro de lisina y sales de lisina farmacéuticamente aceptables.

6. La composicién farmacéutica de nutrientes de una de las reivindicaciones precedentes, en la que el compues-
to de prolina se selecciona del grupo que consiste en hidrocloruro de prolina y sales de prolina farmacéuticamente
aceptables.

7. La composicion farmacéutica de nutrientes de una de las reivindicaciones precedentes, que ademds comprende
un oligoelemento seleccionado del grupo que consiste en selenio, cobre, manganeso, calcio y magnesio.

8. La composicién farmacéutica de nutrientes de una de las reivindicaciones precedentes, que ademds comprende
otro aminodcido adicional, en especial arginina.

9. Una composicién farmacéutica de nutrientes que comprende: dcido ascdrbico, ascorbato de calcio, ascorbato
de magnesio, palmitato de ascorbilo, polifenoles, N-acetil-cisteina, L-lisina, L-prolina, L-arginina, selenio, cobre y
manganeso.

10. La composicion farmacéutica de nutrientes de la reivindicacién 9, en la que la composicién comprende

a) 250 mg de 4cido ascérbico, 250 mg de ascorbato de calcio, 250 mg de ascorbato de magnesio, 250 mg de
palmitato de ascorbilo, 1.000 mg de polifenoles, 200 mg de N-acetil-cisteina, 1.000 mg de lisina, 750 mg de prolina,
500 mg de arginina, 300 ug de selenio, 2 mg de cobre y 1 mg de manganeso.

b) 25 mg de 4cido ascérbico, 25 mg de ascorbato de calcio, 25 mg de ascorbato de magnesio, 25 mg de palmitato
de ascorbilo, 200 mg de polifenoles, 10 mg de N-acetil-cisteina, 50 mg de lisina, 25 mg de prolina, 50 mg de arginina,
1 mg de selenio, 2 ug de cobre y 50 ug de manganeso.

¢) 5.000 mg de acido ascérbico, 5.000 mg de ascorbato de calcio, 5.000 mg de ascorbato de magnesio, 5.000 mg
de palmitato de ascorbilo, 5.000 mg de polifenoles, 1.500 mg de N-acetil-cisteina, 5.000 mg de lisina, 3.000 mg de
prolina, 3.000 mg de arginina, 200 ug de selenio, 9 mg de cobre y 10 mg de manganeso.

d) 250 mg de 4cido ascorbico, 250 mg de ascorbato de calcio, 250 mg de ascorbato de magnesio, 250 mg de
palmitato de ascorbilo, 1.000 mg de polifenoles, 250 mg de N-acetil-cisteina, 1.000 mg de lisina, 750 mg de prolina,
500 mg de arginina, 100 ug de selenio, 2 mg de cobre, 1 mg de manganeso, 500 mg de calcio y 400 mg de magnesio.

e) 250 mg de 4cido ascorbico, 250 mg de ascorbato de calcio, 250 mg de ascorbato de magnesio, 250 mg de
palmitato de ascorbilo, 1.000 mg de polifenoles, 200 mg de N-acetil-cisteina, 1.000 mg de lisina, 750 mg de prolina,
500 mg de arginina, 100 ug de selenio, 2 mg de cobre, 1 mg de manganeso, 500 mg de calcio, 400 mg de magnesio y
200 mg de bioflavonoides citricos.

11. Una composicién farmacéutica de nutrientes que comprende: L-lisina, L-prolina, L-arginina, un compuesto
ascorbico, calcio, magnesio, polifenoles, N-acetil-cisteina, selenio, cobre y manganeso.
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12. La composicién farmacéutica de nutrientes de la reivindicacién 11, en la que la composicién comprende 1.000
mg de L-lisina, 750 mg de L-prolina, 500 mg de L-arginina, 710 mg de 4cido ascérbico, 22 mg de calcio, 50 mg de
magnesio, 1.000 mg de polifenoles, 200 mg de N-acetil-cisteina, 30 ug de selenio, 2 mg de cobre y 1 mg de manganeso.

13. La composicion farmacéutica de nutrientes de la reivindicacion 11 6 12, en la que el compuesto ascorbico
se selecciona del grupo que consiste en dcido ascorbico, ascorbato de calcio, ascorbato de magnesio y palmitato de
ascorbilo.

14. La composicién farmacéutica de nutrientes de una de las reivindicaciones 11 a 13, en la que los polifeno-
les se seleccionan del grupo que consiste en galato de epigalocatequina, galato de epicatequina, epigalocatequina,
epicatequina, catequina y otras sales de polifenoles farmacéuticamente aceptables y/o mezclas de los mismos.

15. Uso de una composicion de nutrientes como se especifica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, para
preparar una composicién farmacéutica para tratar el cancer.

16. El uso de la reivindicacién 15, en el que dicho céncer se selecciona del grupo que consiste en cincer de
melanoma, cdncer de mama, cdncer de colon, cdncer de pulmén y cdncer cerebral.

17. Uso de una composicién de nutrientes como se especifica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, para
preparar una composicién farmacéutica para tratar una enfermedad inflamatoria.

18. El uso de la reivindicacién 17, en el que dicha enfermedad inflamatoria es la osteoartritis.
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Efecto de complementar el medio base con &cido ascorbico (AA) 100 uM, prolina (P)

140 pM, fisina (L) 400 uM y diferentes niveles de galato de epigalocatequina (EGCG)
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Figura 6
Efecto del galato de epigalocatequina (EGCG) en la proliferacion celular de células de
cancer de mama MDA-MB 231.
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Figura 8
Efecto de complementar el medio base con acido ascérbico (AA) 100 uM, prolina (P)
140 pM, lisina (L) 400 puM y diferentes niveles de galato de epigalocatequina (EGCG)

en la proliferacién celular de células de cancer de colon HCT116.
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Efecto de complementar el medio base con acido ascérbico (AA) 100 pM, prolina (P)
140 pM, lisina (L) 400 uM y diferentes niveles de galato de epigalocatequina (EGCG)
en la expresion de metaloproteasas de la matriz (MMP) por células de melanoma.
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Figura 10
Efecto de complementar el medio base con acido ascérbico (AA) 100 pM, prolina (P)

140 pM, lisina (L) 400 pM vy diferentes niveles de galato de epigalocatequina (EGCG)
en la invasion de Matrigel por células de cancer de mama MDA-MB 231.
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Figura 11
Efecto de complementar el medio base con acido ascorbico (AA) 100 pM, prolina (P)
140 pM, lisina (L) 400 uM y diferentes niveles de galato de epigalocatequina (EGCG)

en la invasién de Matrigel por células de cancer de colon HCT116.
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Efecto de complementar el medio base con acido ascérbico (AA) 100 uM, prolina (P)
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