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Extracto etandlico de semillas de Euphorbia lathyris,
método para obtenerlo, composicion farmacéutica
que lo contiene y su uso como agente antitumoral.

La presente invencioén proporciona un método para la
obtencién de un extracto etanélico de semillas
maduras de Euphorbia lathyris, preferiblemente
desengrasadas, caracterizado por el uso de una
solucién de extraccion con etanol al 50%, a pH acido,
preferiblemente bajo atmosfera de nitrégeno y durante
tiempos cortos, no superiores a 1 — 2 h. Los
extractos obtenidos son ricos en compuestos
fenolicos, entre ellos compuestos fenélicos con
actividad anticancerigena. Dichos extractos muestran
una potente actividad antitumoral frente a lineas
celulares de adenocarcinoma de colon y de pancreas
y glioblastoma, que no se habia detectado antes para
extractos de semilla de Euphorbia lathyris, con baja
toxicidad para células sanas, Por ello, se propone
estos extractos, especialmente los obtenidos de
semillas desengrasadas, para uso en el tratamiento
de cancer colorrectal, cancer de pancreas y
glioblastoma.
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DESCRIPCION

Extracto etandlico de semillas de Euphorbia lathyris, método para obtenerlo,

composicién farmacéutica que lo contiene y su uso como agente antitumoral

Sector de la técnica

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la biologia, botanica, nutricion
y biomedicina. En concreto, se refiere a la obtencién de un extracto etandlico de origen
vegetal para ser usado como agente antitumoral, procedente de harina desengrasada

de semilla madura de Euphorbia lathyris (Euphorbia semen).

Antecedentes de la invencion

Se entiende por cancer a un conjunto de enfermedades caracterizadas por diversas
alteraciones a nivel celular que conllevan a un exceso de proliferacién y supervivencia
de las células malignas, provocando anormalidades en el funcionamiento del organismo.
Entre los diferentes tipos de tumores podemos destacar el cancer colorrectal (CCR),
objeto especial de estudio en la presente solicitud, por su incidencia y por la falta de un

adecuado tratamiento especialmente en los estadios mas avanzados de la enfermedad.

La incidencia del CCR a nivel mundial es tan relevante que se considera un auténtico
problema de salud. Asi, siendo el tercer cancer mas comun y la cuarta causa de muerte
por cancer en el mundo, representa entre uno y dos millones de nuevos casos cada
afno. Su incidencia ha aumentado en mas de 200.000 nuevos casos al afio entre 1990 y
2012, detectandose con mas frecuencia en los paises occidentales. En Espana, los
casos diagnosticados de cancer en general en 2017 han sido 228.482 siendo la
progresion de esta enfermedad es imparable como demuestra la prevision realizada
para el afio 2035 que situa el numero de nuevos caos en 315.413. Entre ellos, el CCR
es el que presenta mayor incidencia (15% del total — 34 331 casos detectados en el
2017), seguido por el de prostata, pulmén, mama, vejiga y estobmago. En funcién del
sexo, este tipo de tumor es el segundo mas frecuentemente diagnosticado en hombres
después del cancer de préstata y en mujeres también se sitia en segunda posicién
después del cancer de mama. En relacién a su mortalidad, el cancer colorrectal se

encuentra en segunda posicion tanto en hombres como en mujeres con 15.923
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defunciones al afo, seguido del de pancreas.

En relacion a los factores de riesgo, el principal factor que influye en este tipo de
patologia tumoral es la edad, siendo diagnosticados en personas mayores de 50 afos
(90% de los casos) sin otras patologias, clinicas ni enfermedades predisponentes. No
obstante, las personas con antecedentes familiares de CCR, con pdlipos intestinales o
con enfermedad inflamatoria intestinal deben ser consideradas de alto riesgo. Es
necesario subrayar que el consumo excesivo de alcohol, el sobrepeso y obesidad, el
tabaquismo, la inactividad fisica y ciertos tipos de alimentos como carne procesada han

sido vinculados a esta patologia.

La terapia del CCR, a pesar de los mas recientes avances, no ha conseguido resultados
significativos especialmente en la fase mas avanzada de la enfermedad en la que se
produce una expansién metastasica del tumor que influye de forma decisiva en la
supervivencia de los pacientes. Dicha expansién acontece preferentemente hacia el
higado siendo su unico tratamiento posible el tratamiento con 5-fluorouracilo (5FU)
asociado 0 no a cirugia y a otros agentes como irinotecan, capecitabine u oxaliplatino o
mas recientemente, a anticuerpos monoclonales del tipo cetuximab y bevacizumab
(Labianca, 2010) o regorafenib y TAS-102 (Loree y col., 2017). A pesar de ello, y como
claramente indica la supervivencia media de estos pacientes (15 a 20,5 meses), los
resultados son muy limitados (Berrino y col., 2007). La mejora de su prondstico, precisa
pues, del desarrollo de nuevas estrategias que sumen a la actividad terapéutica a la

accién preventiva (Franceschi y col., 2012).

El desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas abarca una gran cantidad de campos
de investigacién que se extienden desde la nanotecnologia, al uso de sistemas que
activan el sistema inmune o al uso de extractos de diferentes origenes, entre otros, que
pueden ayudar a mejorar la respuesta al tratamiento. En este contexto, actualmente la
actividad de extractos o derivados vegetales sobre la viabilidad y supervivencia de
células tumorales esta cobrando un gran interés (Goyal y col., 2017), aunque ya desde
1960 el National Cancer Institute (USA) comenz6 a evaluar la actividad antitumoral y
preventiva de diferentes extractos vegetales frente a diferentes carcinomas (Huang y
col., 2013).Los vegetales en general y sus extractos en particular poseen grandes
aplicaciones en medicina como son: i) ser una fuente directa de agentes terapéuticos, ii)
materia prima para la fabricacién de medicamentos semisintéticos mas complejos, iii)

aportar una estructura quimica de sus principios activos que puede servir de modelo
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para la elaboracién de drogas sintéticas iv) utilizar dichos principios como marcadores
taxondmicos en la busqueda de nuevos medicamentos. Estas posibles aplicaciones se
deben a los fitoquimicos que presentan las plantas y sus extractos. Se han identificado
mas de 5000 fitoquimicos en semillas, frutas, raices, tubérculos, hojas, etc, los cuales se
clasifican como compuestos fendlicos, carotenoides, vitaminas, alcaloides, compuestos

nitrogenados y compuestos organosulfurados (Thapliyal y col., 2018).

Los compuestos fendlicos han atraido el interés de la comunidad cientifica debido a su
gran diversidad estructural, asi como de su amplia bioactividad. Los compuestos
fendlicos presentan funciones esenciales en la reproduccién y crecimiento de las
plantas, actuan como mecanismos de defensa contra patogenos, parasitos vy
depredadores, ademas de ser el responsable de proveer el color de las plantas. No solo
son beneficiosos para las plantas, sino que también juegan un papel importante en la
salud humana, como antioxidantes, anticancerigenos, antibacterianos y antiinflamatorio
(Huang y col., 2013).

Debido a la bioactividad que presentan, existen numerosos medicamentos y patentes
cuyos principales componentes son compuestos fendlicos. Es el caso de Neumentix, un
suplemento patentado, obtenido por Kemin™ (representada en Espana por Univar), en
la que realiza un proceso de secado de la menta verde recolectada (gamas KI110 y
Kl42) previo a la extraccion de compuestos fendlicos, entre los que destacan los acidos
rosmarinico, salvianédlico y caftarico. Este suplemento rico en compuestos fendlicos
demuestra, mediante estudios clinicos, beneficios en el rendimiento cognitivos. También
muestra que los compuestos fendlicos que caracterizan este suplemento, actuan como
agentes antioxidantes reduciendo el estrés oxidativo, promoviendo el crecimiento
neuronal y protegiendo las células nerviosas del cerebro. Del mismo modo, compuestos
fendlicos encontrados en la uva, arandanos y otras frutas y verduras se han estudiado
para determinar su capacidad de disminuir el riesgo de desarrollar enfermedades
neurodegenerativas. Ademas, se han utilizado como suplemento para minimizar los
efectos de la edad, especialmente la pérdida de memoria como es el caso de la
Curcumina Optimizada con NeurophenoIT'\’I (mezcla patentada de extractos de
arandanos y uva), de Douglas Laboratories® (Valencia, Espana:
https:/Amwww.douglaslabs.es/) También existen comercializados extractos fendlicos
patentados a partir de la pepita de la uva (Vitaflavan®, producto de DRT- Les Derivés

Résiniques et Terpéniques, Dax, Francia: https://www.vitaflavan.com/es/), del orujo de la

4



10

15

20

25

30

35

ES 2 879 098 B2

uva tinta (Emitol®) y del vino tinto (Provinols®, de Sucren/Vitimed, distribuido por
Seppic, La Garenne Colombes, Francia: https://www.seppic.com/provinolstm-0) que

presentan propiedades antioxidantes.

En los ultimos 20 afos, mas del 25% de los medicamentos proceden de plantas,
mientras que otro 25% son derivados de productos naturales modificados (Amin y col.,
2009). Cabe mencionar que tan sélo entre el 5% al 15% de las plantas de uso medicinal,
han sido investigadas para la obtencidén de sus compuestos bioactivos. Esto destaca la
importancia de la busqueda de nuevos medicamentos a partir de especies vegetales
(Rivas-Morales y col., 2016; Wong y col., 2018).

El género Euphorbia (Euphorbiaceae), el mas grande de plantas con flores, ha sido de
gran interés desde la antigledad como demuestran las descripciones de la E.
helioscopia L. (Levey, 1966) y euphorbio (goma de E. resinifera Berg.) por Hipdcrates,
Galeno y Dioscérides (Hargreaves, 1978; Stannard, 1964) y la descripcién de Carl

Linnaeus sobre el género Euphorbia (Nambudiri y Nambudiri, 2013).

Hoy conocemos que la Euphorbia esula L. posee un diterpeno con actividad biologica
proinflamatoria y antitumoral (Evans y Taylor, 1983; Kupchan y col., 1976) y que el
mebutato de ingenol (Picato®, distribuido por Laboratorios Leo Pharma, Barcelona,
Espana), diterpeno aislado de Euphorbia peplus L, es usado para el tratamiento topico
de la queratosis actinica y cancer de piel (Berman, 2012). Sin embargo, la mayoria de
los estudios realizados se han centrado en la presencia de productos naturales
biolégicamente activos en el latex (Shi y col., 2008, Vasas y Hohmann, 2014),
compuestos que por ser una fuente rica en diterpenos y triterpenos, se han relacionado
con propiedades no solo antitumorales y antinflamatorias sino también anticonceptivas y

fibrinoliticas.

El Euphol, un alcohol triterpeno tetraciclico presente en la savia de Euphorbia, ha
demostrado ser el compuesto predominante en el latex de todas las especies de
Euphorbia (Cruz L y col., 2018) y posee las propiedades descritas anteriormente
(antiinflamatorio, anticonceptivo, etc). De hecho, Silva y col. (2018) han demostrado
recientemente como este compuesto posee actividad antitumoral en 15 modelos in vitro

con células tumorales en las que la dosis inhibitoria 50 (IC50) se situé entre 2-30 uM.
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Si bien es cierto, que los estudios mas numerosos se han realizado con el latex, algunos
estudios han analizado otras zonas de la planta. Asi, las semillas de Euphorbia lathyris,
una de las especies mas conocidas de este género, se han usado tradicionalmente en
medicina para tratar la hidropesia, la ascitis, el estrefimiento, la amenorrea y la sarna a
partir de extractos etandlicos de semilla seca (Liao S y col., 2005). Las semillas de
Euphorbia contienen una gran cantidad de diterpenocides naturales, entre los que

destacan los llamados Euphorbia factors L1-L28.

Bicchi y col., por ejemplo, (Bicchi y col., 2001) han descrito la presencia de fracciones
diterpenoides correspondientes a ingenol y Euphorbia factors en el aceite de semillas de

Euphorbia lathyris.

En la misma linea, el documento de Jiao W; y col. (2010) analiza un extracto etandlico
de las semillas de Euphorbia lathyris identificando 22 tipos de compuestos, como
diterpenoides, triterpenoides, esteroides, ésteres de acidos grasos, cumarinas como
esculetina. En concreto se citan los siguientes: 20-O-hexadecanoil-ingenol (4), 3-O-
hexadecanoil-ingenol (5), 15,17-O-diacetil-3-O-cinamoil-17-hidroxiquinol (6), 5,15,17-0O-
triaceil-3-O-benzoil-17-hidroxiisolatirol (7), 5,15-O-diacetil-3-O-nicotinoil-latirol (8), 5,15-
O-diacetil-3-O-benzoil-7-O-nicotinoil-7-hidroxi-latirol  (9), ingenol (10), latirol (11),
esculetina (12), PB-sitosterol (13), benzeno-1,2,3-triol (14), acido palmitico (15),
icosanoato de 2,3-dihidroxipropilo (16), oleato de 2,3-dihidroxipropil (17), hexadec-3-
enoato de 2,3,4-trihidroxibutilo (18), acetato de aurantianida (19), acido benzoico (20),

acido p-hidroxibenzoico (21), acido oleico (22).

Los compuestos extraidos de las semillas han demostrado una gran citotoxicidad frente
a células cancerosas. Asi, por ejemplo, Teng y col. (Teng Yu-Ning y col., 2018), de
forma similar a Meng y col. (Meng y col., 2013), describen la preparacion de un extracto
etandlico de semillas de Euphorbia lathyris, mediante un proceso en el que se utiliza
etanol al 95% a reflujo, durante varias horas; también describen una particion de éter de
petréleo. Los principales compuestos presentes en el extracto obtenido por dichos
autores son diterpenoides de tipo latirano, destacando cinco diterpenos con estructura
de latirano (los Euphorbia factors L1, L2, L3, L8 y L9) que presentan actividad citotoxica
frente a lineas celulares de carcinoma de pulmén, carcinoma nasofaringeo, cancer de
mama y cancer de mama ftriple negativo. Duan y col. (Duan y col, 2014), por su parte,

exponen en su introduccidén que ya se conoce que las semillas de Euphorbia tienen un
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efecto significativo en el tratamiento de la leucemia, carcinoma y cancer de piel;
describen en el mismo articulo la preparacién de un extracto a partir de semillas de
Euphorbia lathyris y analizan los componentes de un extracto de éter de petréleo de

dichas semillas, identificando en el mismo diez compuestos derivados del latirano.

Fan y col. (2019), en un reciente estudio realizado sélo sobre el factor L2 aislado a partir
de las semillas de Euphorbia, encontraron que posee actividad antproliferativa frente a

un tipo muy especifico de tumor como es el carcinoma hepatocelular.

También se han demostrado para los extractos de Euphorbia lathyris efectos
moduladores de la resistencia a multiples farmacos (MDR) y la P-glicoproteina (Wang Q
y col., 2018).

Por tanto, la semilla de Euphorbia, de la que se han identificado y aislado muchos
componentes bioquimicos, posee una extensa actividad farmacologica, pero todavia es
necesario explorar nuevos compuestos quimicos, asi como los mecanismos

farmacolégicos y toxicoloégicos exactos (Zhu y col., 2018).

Autores como Zhang y cols.,, 2017, ademas de hacer referencia a componentes
fitoquimicos previamente conocidos de Euphorbia lathyris tales como diterpenos,
euforbetina, esculetina, dafnetina, beta-sitosterol, kaempferol-3-guclurdnido,
vitexcarpina, artementina, daucosgterol, p-hidroxibenzoido, flavonas o glucosidos de
flavonol, ya describen diferentes componentes del tipo acidos fendlicos y flavonoides,
tales como acido galico, acido clorogénico, acido vanilico, acido ferulico, acido p-
cumarico o acido cafeico, en la raiz, tallo y semilla de la Euphorbia lathyris, varios de los
cuales poseen capacidad antioxidante, aunque realizan un método de extraccion
basado en la acetona altamente tdxico para las células, ademas de incluir una

extraccion con acetato de etilo y no realizan estudios de capacidad antitumoral.

Otros autores, como Nam y Lee (2000), realizaron ensayos de la capacidad antitumoral
de extractos de la Euphorbia lathyris encontrando cierta actividad antiproliferativa. Sin
embargo, los extractos son realizados con metanol, altamente toxico y, por tanto, con
poca utilidad para su aplicacién in vivo. Ademas, la actividad es demostrada sélo en
células de cancer de pulmon in vitro, no detectando actividad antitumoral para cancer de

colon.
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Por otra parte, Sdayria y col, 2018 muestran, mediante estudios in vitro e in vivo, los
efectos antioxidantes, antinociceptivos y antiinflamatorios que presentan los compuestos
fendlicos (acido galico, epicatequina, acido cumarico, apigenina, naringenina, rutina,
quercetina y kaempferol) presentes en los extractos obtenidos mediante procesamiento
con metanol (extractos metandlicos) a partir de las hojas de Euphorbia retusa,
considerando este extracto metandlico un agente efectivo para el tratamiento de dolor y
la inflamacién ya que inhibe algunos mediadores de la inflamacién como son MDA vy
COX-2 e incrementa la actividad de SODm CAT y GPx en el higado.

Componentes presentes en la Euphorbia lathyris y que podrian estar relacionados con
una actividad antiproliferativa, tales como los compuestos fendlicos esculetina,
euforbetina, gaulterina, nicotiflorina (Kaempferol-3-rutinésido) y carnosol han sido
analizados por algunos autores (Lee y col.,, 2017 and 2019; Turkekul y col., 2018;
Aliebrahimi y col., 2018; HefnyGad y col., 2018) de forma independiente. Los estudios
de actividad antitumoral reflejados en dichos documentos se realizaron con los
compuestos adquiridos de casas comerciales, no con extractos de Euphorbia lathyris.
Asi, por ejemplo, Lee y col.,, (2017 y 2019) ensaya la Esculetina, un derivado de la
cumarina, en células derivadas de cancer de pulmdédn de células no pequenas,
evidenciando un efecto antitumoral frente a dicho cancer. De forma similar, Wang y
cols., (2002) ya ensay6 esta molécula frente a células de leucemia (HL-60) observando
un incremento de apoptosis. Sin embargo, ninguno de estos autores usa extractos de
Euphorbia lathyris en sus estudios que se centran en la exposicion de las células
tumorales a la molécula descrita adquirida de forma comercial y por tanto sin interaccién

con otras moléculas.

Asi, puede decirse que en la bibliografia existente hasta el momento aparecen extractos
realizados utilizando disolventes organicos altamente toxicos y/o procesos de extraccion
de gran complejidad y duracion tras los que se obtienen extractos con una gran variedad
de componentes (flavonoides, cumarinas y terpenoides) que pueden aumentar la
toxicidad de dichos extractos. Se ha probado la actividad anticancerigena de algunos de
dichos extractos frente a lineas celulares de varios tipos concretos de cancer, tales
como cancer de pulmén de células no pequefas, carcinoma nasofaringeo, cancer de
mama y cancer de mama triple negativo, conociéndose también que varios de los
compuestos incluidos en dichos extractos tienen propiedades anticancerigenas frente a

distintos tipos de cancer. Sin embargo, no se ha probado la posible actividad de

8
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extractos de semilla de Euphorbia lathyris in vivo, posiblemente por el riesgo de
toxicidad de los mismos, ni se ha comprobado si alguno de dichos extractos podria tener
actividad frente a canceres tan habituales como el cancer de colon o el de pancreas, 0
tan agresivos y dificiles de controlar como el glioblastoma. Seria interesante poder
desarrollar un proceso de extraccidon de semillas de Euphoriba lathyris que utilizara
solventes no téxicos y que, ademas diera lugar a extractos con una composicion mas
especifica de sustancias activas y de baja toxicidad como son los compuestos fendlicos
de dicha planta, especialmente porque dicho proceso, ademas de ser sencillo de
realizar, tendria la ventaja de que podria plantearse el uso del extracto obtenido para el
desarrollo de farmacos con actividad proliferativa frente a los tipos de cancer

mencionados.

La presente invencién proporciona una solucién a dicho problema.

Sumario de la invencidén

En un aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento de obtencidén de un extracto
vegetal etandlico procedente de semillas maduras de Euphorbia lathyris, que comprende
las etapas de:
a) moler la semilla para obtener harina;
b) extraer la harina de la etapa a) mediante una solucién hidroalcoholica de
extraccion en frio y a pH acido; y
c) opcionalmente, desengrasar la semilla madura mediante prensado mecanico
en frio antes de realizar las etapas a) y b).
Preferiblemente, el procedimiento de la invencién se lleva a cabo en las siguientes
condiciones:
a) la semilla se muele hasta obtener harina con un tamano de particula de entre
100 pmy 150 pm; y
b) la harina obtenida en la etapa a) se extrae con la solucién hidroalcohdlica de
extraccién en las siguientes condiciones de operacion:
i. temperatura igual a 4°C,
. en atmésfera de nitrégeno,
iii. la solucién de extraccidn se compone de etanol, agua bidestilada y
acido clorhidrico en proporciones 50 : 50 : 0,2 en volumen,

iv. pH igual a 2,
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V. la mezcla de la harina y la solucion de extraccién se mantiene en
agitacién durante 30 minutos tras haber alcanzado las condiciones i a iv
y donde el extracto etandlico se obtiene centrifugando la mezcla de la solucién de

extraccion y la harina y recogiendo el sobrenadante.

Se prefiere muy especialmente que, cualesquiera que sean las condiciones especificas
de las etapas de obtencién de harina y extraccién, se lleve a cabo el desengrasado
previo a la obtencién de la harina a una temperatura de entre 40 a 50°C y con una

velocidad de extraccion de 2 a 3 kg de semilla/hora.

En otra realizacién preferida, también combinable con cualquiera de las demas, se
efectia una nueva extraccidn sobre el residuo resultante de la primera extraccién,
concretamente sobre el precipitado resultante de obtener un extracto inicial tras
centrifugacion, aplicando las siguientes subetapas:

i) el precipitado resultante de centrifugar la mezcla de la harina y la
solucion de extraccion se resuspende en solucion de extraccion,

i) la suspension obtenida se mantiene de nuevo en agitaciéon durante 30
minutos en las condiciones de la etapa b) definidas en la reivindicacion 2,

iii) la suspensidn se somete a centrifugacidn, recogiéndose el
sobrenadante, y

iv) el extracto etandlico resulta de mezclar el sobrenadante obtenido en iii)

con el primer sobrenadante obtenido.

El procedimiento de la invencion puede contener una etapa final adicional, también
combinable con cualquiera de las posibles realizaciones, en la que se evapora parcial o

totalmente el etanol del extracto etandlico obtenido.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un extracto etandlico de semillas maduras de
Euphorbia lathyris rico en compuestos fendlicos. Dicho extracto sera obtenible por el

método de la presente invencion.

El extracto etandlico rico en compuestos fendlicos puede presentar un contenido de
compuestos fendlicos totales que oscila entre 15,64 y 39,31 ug equivalentes de acido
galico/mg extracto y/o una capacidad reductora que oscila entre 9,43 y 24,87 ug

equivalentes de acido galico/mg extracto. En posibles realizaciones, el contenido de
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compuestos fendlicos totales puede ser de 15,85 £ 0,21 ug equivalentes de acido
galico/mg extracto o de 33,52 + 5,79 ug equivalentes de acido galico/mg extracto, y la
capacidad reductora puede ser de 9,71 + 0,28 ug equivalentes de acido galico/mg

extracto o de 22,95 £ 1,92 ug equivalentes de acido galico/mg extracto.

En otra posible realizacion, compatible con las anteriores, el extracto etandlico
comprende al menos un polifenol seleccionado del grupo de esculetina, euforbetina,
gaulterina, nicotiflorina (kaempferol-3-rutindsido) y carnosol, preferiblemente al menos
dos compuestos fendlicos seleccionados del grupo de esculetina, euforbetina vy
kaempferol-3-rutinédsido (nicotiflorina), siendo posibles combinaciones para la definicion
del extracto la presencia en el mismo de esculetina y euforbetina, euforbetina y
kaempferol-3-rutinésido (nicotiflorina), esculetina y kaempferol-3-rutinésido (nicotiflorina)
y, particularmente, la presencia de dichos tres compuestos fenodlicos, esculetina,
euforbetina y kaempferol-3-rutindsido (nicotiflorina), especialmente si aparecen como
compuestos fendlicos mayoritarios y mas especialmente, si se define que el extracto
comprenda también al menos uno de los otros compuestos fendlicos seleccionado del
grupo de gaulterina y carnosol o mas, preferiblemente, los dos. Asi, es una realizacion
especialmente preferida del extracto de la presente invencion, que el mismo comprenda
los compuestos fenodlicos esculetina, euforbetina, gaulterina, kaempferol-3-rutinésido
(nicotiflorina) y carnosol. En cualquiera de estas definiciones, se prefiere que esté
presente la esculetina y a una concentracion de: i) los intervalos de 985,9 ug/L a 1197,2
Mg/l y 2041,5 ug/L a 2325,8 ug/L peso de compuesto : volumen de extracto, todos los
valores incluidos, y/o ii) 0,4 £ 0,05 mg de compuesto por 100 mg de extracto o0 0,21 %
0,023 mg de compuesto por 100 mg de extracto, y/o que esté presente el kaempferol-3-
rutinésido (nicotiflorina) y una concentracién de: i) los intervalos de 59,8 ug/L a 61,1 ug/L
y de 188,3 ug/L a 354 ug/L, peso de compuesto : volumen de extracto etandlico, todos
los valores incluidos, y/o ii) 0,02 £ 0,003 mg de compuesto por 100 mg de extracto

etandlico 0 0,21 = 0,023 mg de compuesto por 100 mg de extracto etandlico.

Como en el caso del procedimiento de la invencidén, y en los otros aspectos de la
invencion que se describen mas adelante, se prefieren las realizaciones que
corresponden a semillas maduras desengrasadas. Asi, en el caso del extracto etandlico
de la invencién, se prefiere que cumpla la definiciébn en funcién de los parametros
bioquimicos obtenibles para semillas maduras desengrasadas, es decir, el extracto

donde
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i) el contenido de compuestos fendlicos totales es de 3,52 + 5,79 equivalentes
de acido galico/mg extracto y/o la capacidad reductora es 22,95 + 1,92 ug equivalentes
de acido galico/mg extracto,

i) el extracto comprende los compuestos fenodlicos esculetina, euforbetina,
gaulterina, kaempferol-3-rutindsido (nicotiflorina) y carnosol,

ii) la esculetina estd presente a una concentracion de entre 2041,5 ug/L vy
2325,8 ug/L (p/V - peso de compuesto : volumen de extracto), ambos valores incluidos,
y/0 a una concentracién de 0,21 £ 0,023 mg de compuesto por 100 mg de extracto, y

iv) el kaempferol-3-rutindsido (nicotiflorina) esta presente a una concentracién
de entre 188,3 ug/L a 354 ug/L (p/V - peso de compuesto : volumen de extracto), ambos
valores incluidos, y/o a una concentracién de 0,02 £ 0,003 mg de compuesto por 100 mg

de extracto.

En cualquiera de las definiciones, se prefiere que el extracto se haya obtenido por el
procedimiento de la presente invencién, en su definicion mas general o0 en alguna de
sus posibles realizaciones; se incluye dentro de ellas la posibilidad de que se lleve a
cabo la etapa adicional final opcional en la que se lleva a cabo la evaporacién final,
parcial o total, del etanol. Se prefiere, de nuevo, que se haya llevado a cabo la etapa de
desengrasar la semilla madura mediante prensado mecanico en frio antes de realizar la
etapa a) de moler la semilla y la etapa b) de extraer la harina obtenida y, especialmente,
gue cada una de las posibles etapas (desengrasado, molienda y extracciéon propiamente
dicha) se lleven a cabo con las caracteristicas definitorias expresadas al describir las
posibles realizaciones del método de la invencién, incluyendo la realizacién de una
segunda extraccion sobre el precipitado resultante de la centrifugacion que da lugar al

extracto inicial.

Es también un aspecto de la presente invencion una composicién farmacéutica, que
sera considerada una composicion farmacéutica de la presente invencidn, que
comprende en su formulacion un extracto de la presente invencién, en cualquiera de las
posibles realizaciones que se han descrito mas arriba, como por ejemplo la de los
extractos obtenidos por el método de la presente invencion en los que se ha llevado a
cabo la evaporacién final, parcial o total, del etanol. La composicién puede ser una
composicién farmacéutica combinada que adicionalmente comprende al menos un
agente anticancerigeno adicional a los presentes en el extracto. En otra posible

realizacion, también compatible con cualquier otra, la composicién puede comprender,

12



10

15

20

25

30

35

ES 2 879 098 B2

ademas, uno 0 mas excipientes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Puede considerarse también que el anterior aspecto de la invencién implica también que
esta comprendido dentro de la presente invencidn el uso de un extracto de la presente
invencioén para la preparacién de una composicion farmacéutica, particularmente si la
misma esta destinada al tratamiento del cancer, especialmente si el mismo se

selecciona del grupo de cancer colorrectal, cancer de pancreas y glioblastoma.

También son aspectos de la invencion un extracto de la presente invencién, o una
composicidén farmacéutica de la presente invencion, para su uso en el tratamiento un
tipo de cancer que se selecciona del grupo de cancer colorrectal, cancer de pancreas y
glioblastoma. Mas concretamente, el cancer puede seleccionarse del grupo de
adenocarcinoma de colon, adenocarcinoma pancreatico y glioblastoma multiforme. En
estos aspectos de la invencion, tanto el referido al extracto como a la composicion
farmacéutica, se prefieren los extractos de semillas maduras desengrasadas y las
composiciones farmacéuticas preparadas a partir de los mismos. Se tiene especialmente
preferencia, particularmente cuando se ha partido de semillas desengrasadas para
obtener el extracto y/o la formulacion farmacéutica, por el tratamiento del

adenocarcinoma de colon, muy especialmente si es resistente a quimioterapia.

Los aspectos referidos al uso terapéutico de un extracto de la invencién o de una
composicion farmacéutica de la invencion puede también definirse, o estan relacionados
con, un método de tratamiento de un sujeto que padece un cancer que se selecciona
entre cancer colorrectal, cancer de pancreas y glioblastoma, que comprende la
administracién de una composiciéon farmacéutica de la invencion o de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un extracto de la invencion. El sujeto, al igual que en la
definiciéon del extracto de la invencién o la composicién farmacéutica de la invencién

para uso terapéutico, puede ser cualquier mamifero, con preferencia por un ser humano.

Descripcién de los dibujos

La figura 1.- Muestra un esquema de la metodologia para la obtencion de un extracto

etandlico a partir de harina de semilla.

La figura 2.- Muestra una imagen representativa de la diferencia macroscopica entre

13



10

15

20

25

30

35

ES 2 879 098 B2

extractos etandlicos de la harina de la semilla madura de Euphorbia lathyris sin
desengrasar (a), y de la semilla madura de Euphorbia Ilathyris previamente

desengrasada (b) en base a la diferente presencia de compuestos lipidicos.

La figura 3.- Muestra una grafica de las réplicas de la cromatografia de los extractos

etandlicos a partir de la harina de semilla madura sin desengrasar de Euphorbia lathyris.

La figura 4.- Muestra una grafica de las réplicas de la cromatografia de los extractos
etandlicos a partir de la harina de semilla madura previamente desengrasada de

Euphorbia lathyris.

La figura 5.- Muestra el revelado de membranas de Western Blot para expresion de
Caspasa 3, 8 y 9 en células de la linea tumoral de colon T84 tratadas con una ICs, del
extracto etandlico a partir de harina de semilla madura desengrasada de Euphorbia

lathyris.

La figura 6.- Muestra una representacion del nivel de expresion de las Caspasas 3, 8y 9
en células tumorales de colon T84 tratadas con una Ic50 del extracto etandlico a partir

de harina de semilla madura desengrasada de Euphorbia lathyris.

La figura 7.- Muestra imagenes obtenidas a diferentes tiempos (0, 8, 24, 48 y 72 horas)
de los ensayos de migracion celular realizados con dosis subcitotdxica del extracto
etandlico de harina de semilla madura desengrasadas de Euphorbia lathyris sobre

células tumorales de colon T84.

La figura 8.- Muestra, una representacion del porcentaje de migracion celular al tratar
con una dosis subcitotoxica del extracto etandlico de harina de semillas maduras
desengrasadas de Euphorbia lathyris células tumorales de colon T84 a diferentes

tiempos.

Descripcién detallada de la invencién

La presente invencidn se basa en la obtencién y en un analisis profundo del extracto
etandlico de una especie vegetal del género Euphorbia (Euphorbiaceae), mas

concretamente, harina de la semilla madura de Euphorbia lathyris, también conocida
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como semen Euphorbia preferiblemente desengrasada, concretamente hemos utilizado
la variedad S$3201, desarrollada y mantenida por la empresa Agrointec Solutions,

perteneciente al grupo Cellbitec, y el lote de semillas utilizado es el L1-3201.

En respuesta a los posibles inconvenientes presentados por los extractos de dicha
semilla descritos en el estado de la técnica, obtenidos con disolventes toxicos que
dificultaban su aplicacion in vivo, se ha desarrollado un extracto que presenta
bioactividad favorable y puede obtenerse utilizando procesos de extraccion sencillos, de
corta duracion y utilizando solventes no toxicos, al tiempo que permite unos
rendimientos de extraccién adecuados. Este nuevo extracto presenta ademas una
composicidn mas especifica de sustancias activas y de baja toxicidad como son los

compuestos fendlicos de Euphorbia lathyris.

La presente invencién se basa en:

1) EIl desarrollo de un extracto etandlico a partir de harina de semilla madura de
Euphorbia lathyris que, una vez analizada, posee un elevado contenido en compuestos
fendlicos. El extracto se ha obtenido a partir de la harina de las semillas maduras, sin
desengrasar y, de la harina de semillas madura, previamente desengrasadas, tras un
proceso de extraccion etandlica en frio (a temperatura entre 0°C y 8°C, preferiblemente
a 4°C) de corta duracién (90 min.) totales de tiempo de contacto del etanol con la harina
y el posible pellet resultante de un primer proceso de extraccién, bajo atmoésfera de
Nitrégeno y en medio acido, el cual se compone en su gran mayoria de compuestos

fendlicos disueltos en un solvente de baja toxicidad.

2) La potente actividad antitumoral de los extractos de semilla de Euphorbia lathyris
cuando son testados en cultivos celulares de cancer de colon (T84 de cancer colorrectal
humana, HCT15 de cancer colorrectal resistente a quimioterapia) utilizando como control
una linea epitelial de intestino humano normal (CCD18) y testandolos sobre la linea de
hepatocitos humanos Hep(G2 para determinar el rango terapéutico. Asi mismo, se han
estudiado lo mecanismos de accién por los que los extractos actuan sobre las células

tumorales para dilucidar las rutas moleculares que activan la muerte celular.

Los resultados obtenidos por la investigacion que se divulga en la presente solicitud

demuestran que:
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La metodologia empleada para la obtencién del extracto etandlico (extraccion
hidroalcohodlica) a partir de la harina procedente de semillas maduras, sin
desengrasar y desengrasadas, de Euphorbia lathyris, da como resultado un

producto muy rico en compuestos fendlicos.

El procesamiento metodoldgico de desengrasado, que se corresponde con
realizaciones preferidas de la presente invencién, supone una ventaja adicional
de importancia para el desarrollo posterior del extracto etanédlico de la presente
invencioén, ya que autores como Bicchi y col. (2001), como se discutié mas arriba,
han descrito la presencia de fracciones diterpenoides correspondientes a ingenol
y Euphorbia factors en el aceite de Euphorbia Ilathyris. El proceso de
desengrasado va a permitir, por una parte, la concentracion en la harina
desengrasada de compuestos fendlicos de alta capacidad bioactiva que asegure
un rendimiento de extraccion elevado, y, por otra, la eliminacién de compuestos
diterpenoides que pueden resultar toxicos. Aun asi, como puede verse en el
Ejemplo 2 mas adelante en los ensayos realizados con distintas lineas celulares
derivadas de cancer de colon, tanto el extracto de la harina de semilla madura
sin desengrasar como de la semilla madura desengrasada, poseen una gran
actividad antiproliferativa, siendo las 1Cs; muy bajas en ambos casos, lo que
permite plantearse el uso de ambos extractos para la preparacién de
composiciones farmacéuticas. Esta idea se ve reforzada por el hecho de que
ambos extractos muestran también capacidad antiproliferativa frente a otros tipos
de cancer, como el glioblastoma multiforme o el cancer de pancreas, por lo que
ambos extractos, o composiciones farmacéuticas preparadas a partir de los
mismos, podrian usarse también para el tratamiento de esos otros dos tipos de

cancer.

El extracto etandlico de la harina (tanto sin desengrasar como desengrasada) de
la semilla madura de Euphorbia lathyris posee una elevada actividad antitumoral,
especificamente en células derivadas de cancer de colon tanto resistentes como
no resistentes a quimioterapia, induciendo un potente efecto antiproliferativo, que
no se observo en las células normales de epitelio de colon ni en los hepatocitos
humanos, por lo que existe un amplio rango terapéutico. Los resultados

obtenidos con células derivadas de cancer de colon son especialmente
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significativos, no sélo por la alta incidencia en la poblacién que presenta el
cancer colorrectal en general, sino también porque se trata de un tipo de cancer
respecto a cuyo control no se habian realizado experimentos con otros extractos
de Euphorbia lathyris o, como en el caso del estudio de Nam y Lee publicados en
el afio 2000 antes citados, los resultados obtenidos al testar extractos frente a

células derivadas de cancer de colon no habian mostrado capacidad antitumoral.

4) El efecto antiproliferativo del extracto etandlico procedente de harina de semilla,
tanto desengrasada como sin desengrasar, también posee una elevada actividad
antitumoral frente a lineas celulares de glioblastoma multiforme, uno de los
canceres mas agresivos y dificiles de tratar, incluso en los ensayos realizados
con lineas celulares resistentes a quimioterapia. También se observan efectos
antiproliferativos frente a lineas celulares de cancer de pancreas, concretamente

de adenocarcinoma pancreético.

5) Dosis no citotdxicas del extracto etandlico procedente de semillas maduras
desengrasadas de Euphorbia lathyris, ralentizan hasta en un 20% a las 72 horas

la migracién de las células tumorales de cancer de colon.

6) En la actividad antitumoral que presenta el extracto etandlico esta implicada la

ruta de las caspasas, produciéndose muerte celular por apoptosis.

Asi, la metodologia de extraccion etandlica proporcionada por la presente invencion
permite la obtencidn de un extracto no toxico para su empleo en biomedicina,
particularmente como antitumoral. Dicha metodologia representa una enorme ventaja
para la finalidad de su aplicacion en pacientes, pues se basa en la utilizacién de etanol,
un solvente que es usado de forma habitual y a bajas concentraciones para la

administracién de principios activos.

El uso de etanol supone una gran ventaja para la aplicaciéon clinica de los extractos
obtenidos, especialmente si se compara con los extractos de semilla de Euphorbia
lathyris descritos en el estado de la técnica en los que se utilizan solventes toxicos como
la acetona, compuesto altamente toxico para las células, ademas de incluir una
extraccion con acetato de etilo (véase Zhang et al., 2017, documento en el que tampoco

se estudia la capacidad antitumoral ni de la posible toxicidad de dichos extractos). De
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forma similar, la obtencion de extractos de Euphorbia lathyris basados en el uso de
metanol (Nam y Lee, 2000) invalidan su uso in vivo a pesar de haber demostrado cierta
capacidad antitumoral. El proceso de la presente invencién también es ventajoso con
respecto a aquellos casos en los que se han ensayado procesos de extraccién
utilizando una particion de éter de petrdleo tras la obtencién de un extracto de Etanol al
95% en reflujo, tras lo que se obtienen extractos enriquecidos en terpenos como los
Euphorbia factors (Duan y col., 2014; Teng y col., 2018; Zhang y col., 2018), a diferencia
de los extractos de la presente invencion, que estan enriquecidos en compuestos

fendlicos.

La metodologia utilizada en la presente invencion presenta también ventajas con
respecto a la utilizada en algunos documentos en los que si se obtiene un extracto
etandlico de la semilla de Euphorbia lathyris (Meng y col., 2013; Teng y cols., 2018). Es
importante sefialar que la metodologia descrita en dichos documentos es radicalmente
distinta del procedimiento de la presente invencion, ya que utilizan etanol al 95% en vez
de al 50% y un proceso de extraccion por reflujo durante varias horas a un pH no acido,
en lugar del proceso corto, con un tiempo de extraccién de total no superior a 1-2 horas,
del procedimiento de la presente invencion. Sorprendentemente, las diferencias
metodélogicas dan lugar a que la composicion de los extractos obtenidos también lo
sea, observandose que la variedad de compuestos presentes es muy diferente entre
dichos extractos y los obtenidos por el procedimiento de la presente invencion. De
hecho, como se discuti6 mas arriba, estos autores obtuvieron principalmente
diterpenoides de la semilla de tipo latirano (Euphorbia factors L1, L2, L3, L8 y L9), los
cuales no aparecen en el extracto de la presente invencién, que principalmente presenta

compuestos fendlicos, como se muestra en el Ejemplo 1 que aparece mas adelante.

Debe destacarse también que ninguno de los documentos anteriores, ni otros centrados
en alguno de los compuestos contenidos en ellos (como el documento de Fan y col. De
2019, centrado en el factor L2) menciona que los extractos obtenidos, o los compuestos
contenidos en ellos, presenten actividad frente a cancer colorrectal o a células derivadas
del mismo, aunque si menciona citotoxicidad o capacidad antiproliferativa contra lineas
celulares derivadas de otros tipos de canceres, como cancer de pulmén y mama, o un
tipo muy especifico de tumor como es el carcinoma hepatocelular. Este hecho, unido a
los resultados de falta de actividad de extractos de Euphorbia lathyris frente a células

derivadas de cancer de colon obtenidos por Nam y Lee en el 2000, hacen que no fuera
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obvio esperar que extractos etandlicos como los de la presente invencion, obtenidos
semillas maduras de Euphorbia lathyris, pudieran presentar actividad frente a células
derivadas de cancer de colon, como de hecho la presentan, segun se demuestra en el
Ejemplo 2 de la presente solicitud. Tampoco era esperable que los extractos etandlicos
de la presente invencién, tanto los procedentes de semillas desengrasadas como no
desengrasadas, mostraran actividad ni contra células derivadas de glioblastoma o
cancer de pancreas, tipos de cancer para los cuales no se habian realizado tampoco

ensayos antiproliferativos con extractos de semillas de Euphoria lathyris.

Es muy destacable, ademas, que los efectos antiproliferativos se observan incluso en
una linea celular de adenocarcinoma de colon resistente a quimioterapia. Es mas, los
ensayos de migracidén de células tumorales descritos en el Ejemplo 4 en los que se
muestra que, a dosis no citotdxicas del extracto procedente de semillas desengrasadas,
las células tumorales de colon migran significativamente menos que los controles,
indican que el extracto de la presente invencion, a dosis no citotdxicas, ralentizaria
significativamente la invasividad y la formacion de metastasis, un factor muy importante
en el control de cualquier tipo de cancer, y del cancer colorrectal en particular, lo que
apoya aun mas la posible utilizacién como agente anticancerigeno, o como componente
utilizado en la preparacién de composiciones farmacéuticas anticancerigenas, de los
extractos de la presente invencion, especialmente contra el cancer de colon y, en

particular, contra el adenocarcinoma de colon resistente a quimioterapia..

En cuanto a la composicidén de los extractos obtenidos, tanto el extracto procedente de
semillas maduras sin desengrasar como el de semillas desengrasadas son ricos en
compuestos fendlicos, a diferencia de lo observado en otros extractos etandlicos del
estado de la técnica. Asi, los extractos etandlicos de la presente invencién pueden
definirse por valores bioquimicos obtenibles para los mismos segun los resultados del
Ejemplo 1y, de forma genérica, pueden definirse como extractos etanodlicos de semillas
maduras de Euphobia lathyris ricos en compuestos fendlicos, pues asi son los extractos
obtenibles por el método de la presente invencién. Como puede verse en dicho Ejemplo
1, tomando los valores inferiores y superiores de los resultados obtenidos con ambos
tipos de semillas, puede decirse los que los extractos de Euphorbia lathyris de la
presente invencidén presentan un contenido de compuestos fendlicos totales que oscila
entre 15,64 [15,85-0,21] y 39,31 [33,52+5,79] ug equivalentes de Aacido galico/mg

extracto), segun los valores inferiores de semillas sin desengrasar y los valores
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superiores de semillas desengrasadas obtenibles de acuerdo con los resultados del
Ejemplo 1. Analogamente, puede considerarse que los extractos de la presente
invencion presentan una capacidad reductora que oscila entre 9,43 [9,71-0,28] y 24,87
[22,95+1,92] g equivalentes de acido galico/mg extracto). Mas concretamente, segun
los datos especificos obtenidos con semillas maduras sin desengrasar y desengrasadas,
puede decirse que el contenido de compuestos fenodlicos totales puede ser de 15,85 +
0,21 ug equivalentes de acido galico/mg extracto (semillas maduras sin desengrasas) o
33,52 + 579 ug equivalentes de Aacido galico/mg extracto (semillas maduras
desengrasadas) y la capacidad reductora puede ser de 9,71 = 0,28 ug equivalentes de
acido galico/mg extracto (para semillas maduras sin desengrasar) o0 22,95 + 1,92 ug
equivalentes de acido galico/mg extracto (para semillas maduras desengrasadas),
aunque las variaciones debidas a posibles diferencias en el rendimiento y en los lotes de
semillas utilizados dan lugar a que estos valores tengan que interpretarse como

orientativos.

En cuanto a los compuestos presentes, destaca la presencia de esculetina, euforbetina,
gaulterina, nicotiflorina (Kaempferol-3-rutinésido) y carnosol. Un extracto de la presente
invencion deberia contener al menos uno de ellos. Como se discutié previamente en la
seccion de “Antecedentes de la Invencién”, se trata de compuestos fendlicos que han
sido previamente relacionados con actividad antitumoral, pero en ensayos realizados
con los compuestos de forma independiente, obtenidos a partir de casas comerciales,
han sido relacionados en estudios previos con actividad antitumoral (Lee y col., 2017
and 2019; Turkekul y col., 2018; Aliebrahimi y col., 2018; HefnyGad y col., 2018). Asi, es
relevante destacar, por ejemplo, los estudios reportados por Lee y col. (2017), que no
han sido realizados con extractos de Euphorbia lathyris, sino con la molécula de
esculetina, lo que implica que la actividad observada no se correlaciona con la posible
interaccién entre los diferentes compuestos detectados en el extracto de la presente
invencioén, interaccion que puede modificar la efectividad del efecto biolégico de los

preparados en los que se incluye dicho extracto, siendo asi impredecible su actividad.

Como puede verse en el Ejemplo 1, los componentes mayoritarios son esculetina,
kaempferol-3-rutinésido (nicotiflorina) y euforbetina. La presencia en un extracto
etandlico de semillas maduras de Euphorbia lathyris de al menos dos de estos
compuestos o, preferiblemente, los tres, particularmente si estan presentes también

gaulterina y carnasol, y muy especialmente si la esculetina y/o el kaempferol-3-rutindsido
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esta presente en una concentracion de los intervalos definidos por los valores minimos y
maximos de la Tabla 4 o de los valores de la Tabla 5 (es decir, para la esculetina,
segun la Tabla 4 los intervalos de 985,9 ug/L a 1197,2 pg/L y 2041,5 ug/L a 2325,8 ug/L
peso de compuesto : volumen de extracto, todos los valores incluidos, o segun la Tabla
5, 0,4 £ 0,05 mg de compuesto por 100 mg de extracto 0 0,21 £ 0,023 mg de compuesto
por 100 mg de extracto y, para el kaempferol-3-rutinésido, segun la Tabla 4, los
intervalos de 59,8 ug/L a 61,1 ug/L y de 188,3 ug/L a 354 ug/L, peso de compuesto :
volumen de extracto, todos los valores incluidos, o, segun la Tabla 5, 0,02 + 0,003 mg
de compuesto por 100 mg de extracto 0 0,21 + 0,023 mg de compuesto por 100 mg de

extracto.

Para cualquiera de las posibilidades de definicidn del extracto arriba indicadas, se
prefiere siempre la opcidon correspondiente al extracto obtenible de semillas

desengrasadas y particularmente, la combinacién de todas ellas.

Como puede verse en el Ejemplo 1, las definiciones del extracto etandlico de la presente
invencién indicadas mas arriba corresponden a valores obtenidos aplicando a semillas
maduras de Euphorbia lathyris el método de la presente invencion, lo cual se prefiere
para los extractos de la presente invencién, particularmente para su posible uso
terapéutico. Se prefieren los extractos obtenidos a partir de semillas desengrasadas
mediante prensado mecanico en frio en las condiciones aplicadas para obtener los
extractos obtenidos en el Ejemplo 1, particularmente si también se han aplicado las
condiciones de molienda de las semillas y extraccién utilizadas en dicho Ejemplo 1,

incluida la extraccién adicional.

Como se ha discutido mas arriba, los extractos de la presente invencién presentan
efectos antiproliferativos frente a lineas celulares de cancer colorrectal, cancer de
pancreas y glioblastoma, como puede comprobarse en los Ejemplos 2 a 4 de la presente
solicitud, realizados sobre adenocarcinoma de colon, adenocarcinoma de pancreas y
glioblastoma multiforme, en los que también puede verse que los valores de toxicidad
encontrados permiten plantearse el uso de extractos obtenidos de semillas maduras de
Euphorbia lathyris tanto sin desengrasar como desengrasadas, aunque se prefieren
estos ultimos, especialmente para adenocarcinoma de colon, incluso si es resistente a

guimioterapia, como puede verse en el Ejemplo 4.
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Asi, los extractos de la presente invencién pueden formar parte de la formulacion de
composiciones farmacéuticas, opcionalmente habiendo evaporado previamente parte o
todo el etanol del extracto, composiciones que pueden tener los mismos usos
terapéuticos arriba mencionados para los extractos. Dichas composiciones pueden
comprender excipientes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables y/o ser
composiciones farmacéuticas combinadas que adicionalmente comprenden al menos un
agente anticancerigeno adicional a los presentes en el extracto. Dichas composiciones
farmacéuticas pueden ser para los mismos usos arriba mencionados para los extractos.

La invencién, sus caracteristicas y las posibles realizaciones de la misma se explican
con mayor detalle y se complementan con los Ejemplos y Figuras que aparecen a

continuacién, que se han incluido con caracter ilustrativo y no limitativo.

Ejemplos

- Ejemplo 1. Metodologia de obtencidn del extracto etandlico y analisis

El método de obtencién del extracto etandlico que se desarrollé a partir de la harina de
la semilla madura tanto sin desengrasar como desengrasada de Euphorbia lathyris, se

esquematiza en la Figura 1 y fue el siguiente:

1. Segun el caso:

a) Para el caso de harina sin desengrasar. Moler las semillas maduras
obteniendo harina, la cual se conserva a -20°C.

b) Para el caso de la harina desengrasada: Se realiza la separacién de la
parte oleaginosa de la semilla madura de la parte sélida o pellet, para lo
que se emplea una prensa de extraccidon de aceite de semillas, serie
KOMET que se caracteriza por su proceso especial de prensado en frio
en el que, en lugar de tornillos de compresion individuales, se utilizan
transportadores de tornillo para exprimir el aceite. En esta maquina las
semillas oleaginosas se presionan suavemente sin superar los 50 grados
centigrados. Con una velocidad de trabajo media de 2-3 kg de semilla a la
hora y un rendimiento de conversidén de aceite a semilla entre el 15-25%.
Como resultado, se obtiene una torta seca de forma compacta y

desengrasada. A continuacién, esa torta se muele a 28.000 rpm para
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obtener una harina desengrasada con un tamano de particula de entre

100 y 150 micras, la cual se conserva posteriormente a -20°C.

Pesar 5 g. de harina desengrasada en un vaso de precipitado e inmediatamente

poner el vaso en hielo para trabajar a una temperatura de 4°C.

ARadir 15 ml de solucion de extraccién (etanol (EtOH) al 50% = 50 ml EtOH + 50

ml agua bidestilada + 0,2 ml acido clorhidrico (HCI).

Agitar en un agitador magnético a 300 rpm.

Llevar a pH 2 (anadiendo HCI 6N).

Anadir Nitrbgeno gaseoso para que no haya un ambiente oxidante y se

preserven correctamente los compuestos fendlicos.

Dejar 30’ en agitacion a 4°C.

Centrifugar a 7000 rpm durante 5’ a 4°C.

Recoger el sobrenadante y preservarlo a -20°C.

El precipitado se resuspende en 10 ml de solucidén de extraccion y se realiza una

segunda extraccidn siguiendo los pasos indicados anteriormente.

Finalmente, tras realizar las extracciones pertinentes, se juntan los

sobrenadantes de cada extraccion y se conserva a -20°C hasta su utilizacién.

El pellet originado en la ultima centrifuga se descarta.

Siguiendo el protocolo de extraccidn descrito, se obtuvieron extractos etandlicos de la
harina de la semilla madura, sin desengrasar y desengrasada, de Euphorbia lathyris. El
objetivo de este doble proceso fue comparar la actividad de los extractos retirando el
alto porcentaje de compuestos lipidicos de la semilla madura sin desengrasar (ver

Figura 2, donde puede apreciarse la diferencia macroscépica entre ambos extractos
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etandlicos en base a la diferente presencia de compuestos lipidicos) y comparar su
actividad funcional frente a los extractos obtenidos de harina de semilla madura
previamente desengrasada.

La Tabla 1 muestra a continuacién el rendimiento, estudio de la actividad antioxidante
(capacidad reductora) y compuestos fendlicos totales del extracto a partir de la harina de

semilla madura, sin desengrasar y previamente desengrasada de Euphorbia lathyris.

Para determinar el rendimiento, el extracto etandlico se dividid en alicuotas de 1 mL
para la evaporacion del etanol y posterior liofilizacion del agua restante en el extracto.
Para la eliminacién del etanol de los extractos etandlicos, este se evapord a vacio
utilizando un sistema de evaporacién Savant DNA 120 (Thermo Scientific) durante 60
minutos. Tras la evaporacion del etanol se congelaron en nitrégeno liquido las alicuotas
con el extracto restante y se procedid a su liofilizacion utilizando un liofilizador TELSTAR
Cryodos-50 donde se mantuvieron 24 horas. Tras la liofilizacién se calcul6 el peso seco
del extracto por diferencia con el recipiente que contenia cada alicuota y dicho peso
seco se refirido a un volumen de 1 mL de extracto inicial, posteriormente al volumen total
de extracto obtenido, y finalmente a los gramos de harina de semilla de partida para la

preparacion del extracto.

Los compuestos fenolicos totales se determinaron mediante la técnica de Dewanto y col.
(2002) segun lo descrito por Kapravelou y col. (2015) utilizando en la determinacién una

recta patron de acido galico con concentraciones comprendidas entre 0 y 500 ug/mL.

Finalmente, la capacidad reductora de Fe3+ a Fe2+ por los diferentes extractos se
determind espectrofotométricamente mediante la técnica de Duh y col. (1999) segun lo
descrito por Kapravelou y col. (2015) utilizando en la determinacion una recta patron de

acido galico con concentraciones comprendidas entre 0 y 500 pg/mL.

Tabla 1

. Polifenoles totales Capacidad Reductora
Rendimiento

Euphorbia lathyris . i . i
(Mg equivalente ac. (Mg equivalente ac.

(mg/g harina) Gaélico/mg extracto) Galico/mg extracto)
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Harina de semilla
madura sin 42 9 +1,47 15,85 + 0,21 9,71+0,28

desengrasar

Harina de semilla
117,52 £ 9,22 33,52 £5,79 22,95+1,92
madura desengrasada

Como se puede ver en la Tabla 1, el rendimiento obtenido en relacidon a ambos extractos
mostré una gran diferencia, siendo el rendimiento significativamente mayor y mas
homogéneo con la harina de semillas maduras desengrasadas (117,52 = 9,22 mg/g
harina) frente al rendimiento obtenido a partir de la harina de semillas maduras sin

desengrasar (42,9 £1,47 mg/g harina).

La capacidad antioxidante fue analizada incluyendo estudios bioquimicos de
compuestos fenolicos totales y capacidad reductora. En cuanto a compuestos fendlicos
totales, los extractos de la harina de semilla madura sin desengrasar presentaron unos
valores de 15,85 £ 0,21 ug equivalentes de acido galico/mg extracto, mientras que los
extractos de harina de semilla madura desengrasada presentan unos valores mas
elevados (33,52 = 5,79 ug equivalentes de acido galico/mg extracto), confirmando la
pureza de trabajar sin compuestos lipidicos que, ademas, en su proceso de eliminacién,
no altera ni elimina los compuestos fendlicos. Las pruebas de capacidad reductora para
la determinacién bioquimica de la capacidad antioxidante mostraron unos valores de
9,71 £ 0,28 ug equivalentes de acido galico/mg extracto en el caso de la harina de
semillas maduras sin desengrasar, y de 22,95 + 1,92 ug equivalentes de acido galico/mg
extracto para la harina de semillas maduras desengrasadas (ver Tabla 1 Por tanto, la
capacidad antioxidante de los extractos preparados con harina de semilla madura
desengrasada fue mayor en base a que los compuestos fendlicos se obtienen en mayor

cantidad.

Los estudios cromatograficos realizados han permitido determinar los compuestos
presentes en el extracto etandlico de las harinas de semillas maduras de Euphorbia
lathyris. La técnica utilizada ha consistido en una Ultra Performance Liquid
Chromatography (UPLC) (ACQUITYH CLASSWATERS) acoplada a un espectrémetro
de masas QTOF (SYNAP G2. WATERS). En las Figuras 3 y 4 pueden observarse las

graficas de las réplicas de la cromatografia de los extractos etandlicos obtenidas, bien a
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partir de la harina de semilla madura sin desengrasar (Figura 3), o desengrasada (Figura
4). Las Tablas 2 y 3 incluidas a continuacion se indican los principales compuestos
bioactivos identificados en cada uno de los extractos y los datos cromatograficos de
cada compuesto.

5 Tabla 2.- Compuestos bioactivos del extracto etandlico de harina de semilla madura sin

desengrasar de Euphorbia lathyris

Compuesto MF [M-H]- TR PPM  %Conf.

177,0185 2,63 -1,7
Esculetina C,H.O, 90-100
177,0188 2,60 0,0

Euforbetina 353,0293 3,14 -1,1
C18H1oos 90-100
353,0295 3,17 -0,6

445,1344 1,83 -0,4
Gaulterina C,oH,60,, 90-100
445,1353 1,82 1,6

329,1744 6,11 -2,7
Carnosol C,oH,60, 90-100
329,1758 6,13 1,5

Kaempferol-3- 593,1512 3,81 1,0
C_H,O 90-100

L. 27 3015
rutinésido 593,1495 3,82 -1,9

TR: tiempo de retencién; MF: férmula molecular; PPM: error; MS: masa;
%Conf: porcentaje de confiabilidad
10
Tabla 3.- Compuestos bioactivos del extracto etandlico de harina de semilla madura

desengrasada de Euphorbia lathyris

Compuesto MF [M-H]- TR PPM % Conf.
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177,0181 2,62 -4,0
Esculetina CoHsO4 90-100
177,0185 2,61 -1,7
353,0298 3,17 -0,6
Euforbetina C18H100s 90-100
353,0301 3,14 1,1
445,1349 1,89 0,7
Gaulterina C1oH2601> 90-100
445,1351 1,81 1,1
329,1744 6,10 2,7
Carnosol CaoH2504 90-100
329,1750 6,11 -0,9
Kaempferol-3- 593,1510 3,86 0,7
. C27H30015 90-100
rutinésido 593,1520 3,87 2,4

TR: tiempo de retencién; MF: formula molecular; PPM: error; MS: masa;

%Conf: porcentaje de confiabilidad

Entre los compuestos presentes en los extractos estudiados, tanto a partir de la harina
de semilla madura, sin desengrasar como desengrasada, destacan la esculetina,
euforbetina, gaulterina, nicotiflorina (Kaempferol-3-rutindsido) y carnosol. Como se
discutio previamente en la seccion, se trata de compuestos fendlicos que han sido
previamente relacionados con actividad tumoral en ensayos realizados con los
compuestos de forma independiente, sin haberse comprobado su actividad como parte
de extractos de Euphorbia lathyris. Estos compuestos fendlicos, de forma independiente
obtenidos a partir de casas comerciales, han sido relacionados en estudios previos con
actividad antitumoral, sin que se hubiera realizado hasta ahora estudios con extractos

de Euphorbia lathyris, que si se incluyen entre los ensayos expuestos a continuacion.

Asi mismo, se ha corroborado la presencia de estos compuestos y se han cuantificado

mediante patrones especificos para cada uno: esculetina (Sigma-Aldrich, 68923)

gaulterina (Cymitquimica,490-67-5), nicotiflorina (Cymitquimica,17650-84-9) y carnosol

(Cymitquimica ,5957-80-2), destacando la carencia del patron para euphorbetina, que

siendo uno de los compuestos predominantes en el cromatograma, no se encuentra
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comercializado actualmente como compuesto aislado. Los datos obtenidos se muestran

a continuacién en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4.- Cuantificacion (ppb: pg/L) de los compuestos bioactivos de las réplicas de los
extractos etanodlicos de la harina de semilla madura, sin desengrasar y desengrasada de

Euphorbia lathyris a partir de patrones conocidos.

Ppb (ug/L)
Kaempferol-3-
Esculetina
Rutinésido
Réplica 1 985,9 59,8
Harina de semilla madura
sin desengrasar de E. Réplica 2 1161,3 59,8
lathyris
Réplica 3 1197,2 61,1
Réplica 1 2041,5 188,3
Harina de semilla madura
desengrasada de E. Réplica 2 2131,8 327
lathyris
Réplica 3 2325,8 354

Tabla 5.- Cuantificacidén (mg de compuestos bioactivo por cada 100 mg de extracto) de
los compuestos bioactivos de las réplicas de los extractos etandlicos de la harina de
semilla madura, sin desengrasar y desengrasada, de Euphorbia lathyris a partir de

patrones conocidos.

Concentracion Esculetina Kaempferol-3-
mg/ml (mg esculetina por Rutindsido
cada 100 mg (mg kaempferol por
extracto) cada 100 mg extracto)
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Harina de semilla
madura sin desengrasar| 29,99 + 4,46 0,4 +0,05 0,02 £ 0,003
de E. lathyris

Harina de semilla
madura desengrasada | 99,59 + 13,84 0,21 +0,023 0,03 + 0,006
de E. lathyris

De estos patrones, dos aparecieron de forma mayoritaria, la esculetina y el kaempferol-
3-rutindsido (ver Tabla 4). Al igual que en el rendimiento, la harina de semilla madura
desengrasada contiene mas cantidad de estos compuestos, apareciendo 2166,37 ppb
(Mg/L) de esculetina frente a los 1114.8 ppb (ug/L) de la misma en el extracto de la
harina de semilla madura sin desengrasar. Lo mismo ocurre con el kamepferol, 289,78
ppb (Mg/L) en el extracto de harina de semilla madura desengrasada, frente a los 60,23

ppb (Mg/L) del extracto de harina de semilla madura sin desengrasar (Tablas 4 y 5).

- Ejemplo 2. Determinacién de la capacidad antitumoral de los extractos

Para determinar la capacidad antitumoral de los extractos, se cultivaron las lineas
celulares T84 (linea celular humana de adenocarcinoma de colon) y HCT15 (linea
celular humana de adenocarcinoma de colon resistente a quimioterapia). Como control,

fue seleccionada la linea CCD18 (linea celular humana no tumoral de epitelio colon).

Los extractos etandlicos fueron evaporados previamente para evitar la toxicidad que
provoca el etanol sobre las lineas celulares. Ademas, una vez evaporados, una parte
fue liofilizada para conocer la cantidad de extracto obtenido y cuantificar su
concentracion (mg/ml) con la cual se calcularan las diferentes concentraciones que se
van a testar. Los cultivos celulares fueron expuestos a concentraciones crecientes del
extracto etanodlico evaporado de harina de semilla madura, sin desengrasar vy
desengrasada, lo que permitié determinar la dosis inhibitoria 50 (ICs) (concentracién del
extracto a la cual inhibe al 50% de la poblacién celular). Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6.- Capacidad antitumoral de los extractos a partir de harina de semilla madura,
sin desengrasar y desengrasada, de Euphorbia lathyris in vitro a 72 horas en diferentes

lineas de cancer de colon.

Euphorbia lathyris ICso (Mg/mL)

T84 HCT15 CCD18

Extracto etandlico de harina de 11044163 | 3426411 |388.36+30 14

semilla madura sin desengrasar

Extracto etandlico de harina de 1620254 | 72.9+127 266,02 + 18.5

semilla madura desengrasada

T84: linea celular humana de adenocarcinoma de colon; HCT15: linea celular humana
de adenocarcinoma de colon resistente a quimioterapia; CCD18: linea celular humana

de colon sano. ICs: concentracidén que inhibe al 50% de las células.

Como puede verse en la Tabla anterior, para el extracto de semilla madura, las ICs
fueron las siguientes: 11,04 + 1,63 pg/ml en T84, 34,26 £ 1,1 ug//ml en HCT15. En el
caso de la linea de colon normal CCD18, la ICs, fue mucho mas elevada (388,36 + 30,14
pg/ml) indicando una menor actividad y, por tanto, toxicidad en este tipo celular en

comparacion con las tumorales.

Para los extractos a partir de harina de semilla madura desengrasada, las ICso fueron:
16,29 £ 2,54 ug/ml en T84, 72,9 £ 1,27 pg/ml en HCT15 y 266,02 £ 18,5 ug/ml en
CCD18.

A la vista de los resultados, observamos que tanto el extracto de la harina de semilla
madura, sin desengrasar como desengrasada, poseen una gran actividad
antiproliferativa siendo las ICs; muy bajas, independientemente de si la harina de semilla
madura esta sin desengrasar o desengrasada, por lo que el proceso de desengrasado
no afecta a la capacidad antitumoral del extracto obtenido. Es destacable en ambos
casos, la diferencia existente entre las ICs, de las lineas tumorales (T84 y HCT15) y la

linea no tumoral (CCD18), siendo esta ultima mucho mayor que las tumorales.

Debido a que tanto los extractos de la harina de semilla madura, tanto sin desengrasar

como desengrasada, poseen una actividad antitumoral similar, pero los extractos de
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harina semilla madura desengrasada tienen mayor rendimiento y mayor concentracion
de compuestos fendlicos, hemos usado el extracto etandlico de harina de semilla
madura desengrasada para llevar a cabo el resto de las pruebas moleculares que se

detallan a continuacién.

Por ultimo, y en base a los resultados previos, el extracto etandlico de harina de semilla
madura desengrasada, seleccionada para realizar el resto de las pruebas moleculares,
se testd en lineas celulares de glioblastoma multiforme y de adenocarcinoma
pancreatico, dos de los tipos de cancer mas agresivos, con peor prondstico y para los
que existen pocas posibilidades terapéuticas. Para ello, se cultivaron las lineas celulares
A-172 (linea celular humana de glioblastoma), SF-268 y SK-N-SH (lineas celulares
humana de glioblastoma resistente a quimioterapia), asi como la linea celular Panc-1
(linea celular humana de adenocarcinoma pancreatico). Utilizando el mismo
procedimiento descrito anteriormente, se determinaron las I1Cs, de las lineas celulares

objeto de estudio. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7.- Resultados del empleo de extracto etandlico de harina de semilla madura
desengrasada, testado en lineas celulares de glioblastoma multiforme y de

adenocarcinoma pancreatico

ICso (ug/ml)
Euphorbia lathyris

SF-268 SK-N-SH A-172 Panc-1

Extracto etandlico de harina
de semilla madural 39,33 +13,2| 71,42+13,6 | 18,58 + 1,64 | 185,76 + 25,8

desengrasada

A-172 (linea celular humana de glioblastoma), SF-268 y SK-N-SH (lineas celulares
humana de glioblastoma resistente a quimioterapia), asi como la linea celular Panc-1

(linea celular humana de adenocarcinoma pancreatico).

Asi, la ICsp en las lineas celulares humanas de glioblastoma fueron: 39,33 + 13,2 pg/ml
en SF-268, 71,42 £ 13,6 yg/ml en SK-N-SH y 18,58 + 1,64 pg/ml en A-172 mientras que
en la linea derivada de adenocarcinoma pancreatico Panc-1, la I1Cs, fue de 185,76 +
25,8 pg/ml. Estos resultados permitieron concluir que el extracto etandlico de harina de

semilla madura desengrasada, ademas de presentar una gran capacidad antitumoral
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frente al cancer de colon, también posee una elevada actividad antitumoral frente a las
lineas celulares de glioblastoma y de adenocarcinoma pancreatico.

- Ejemplo 3.- Estudio molecular de proteinas relacionadas con muerte celular

Para dilucidar los mecanismos por los que actuan los extractos de la presente invencion,
se ha estudiado por Western Blot la via de muerte celular (apoptosis) mediada por
caspasas, principalmente, la caspasa 8 (via extrinseca), caspasa 9 (via intrinseca) y

caspasa 3, usando como control endégeno B-actina.

Para ello, células de la linea tumoral de colon (T84) fueron cultivadas con una IC50 del
extracto etandlico obtenido a partir de harina de semilla madura desengrasada y una
vez pasadas 72 horas, las células fueron recogidas para proceder a la extraccion

proteica.

Para llevar a cabo el ensayo de Western Blot, 40 ug de proteina de las células tratadas
con el extracto etandlico, asi como de las células control, fueron cargadas en un gel de
poliacrilamida de electroforesis SDS-PAGE en una Mini Protean Il cell (Bio-Rad,
Hercules, CA). Una vez separadas las proteinas por electroforesis, estas fueron
trasferidas a una membrana de nitrocelulosa a la que se le suministré 20V a temperatura
ambiente durante 1h. Estas membranas fueron tratados con solucién de bloqueo (PBS-
Tween + 5% leche en polvo) durante 1 hora para posteriormente, tras 2 lavados con
PBS-Tween, incubarlos con el anticuerpo primario [rabbit polyclonal 1gG anti-caspasa-3
(dilucién 1:500), anti-caspasa-8 (dilucién 1:1000) y anti-caspasa-9 (Dilucién 1:1000);
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Se deja en incubacién toda la noche a 4°C.
Transcurrido el tiempo de incubacidn, se realizan dos lavados y se incuba durante 1h a
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario peroxidasa conjugada. Finalmente,
las proteinas son detectadas mediante ECL (enhanced chemiluminescence) (Bonnus,
Amersham, Little Chalfont, UK) (Ortiz y col. 2009)

Una vez realizado el Western Blot (ver Figura 5), se analizaron las bandas obtenidas en
los geles, mediante un software analitico llamado Quantity One Bio-Rad, confirmandose
que el extracto etandlico de la harina de semilla madura desengrasada de Euphorbia
lathyris produce apoptosis celular mediada por la via de las caspasas, siendo expresada

hasta cuatro veces mas que el control (Figura 6).
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Por tanto, podemos concluir que el extracto etandlico procedente de semillas
desengrasadas produce muerte celular por apoptosis, tanto por via intrinseca como

extrinseca.

- Ejemplo 4. Determinacién de la capacidad de migracién de las células tumorales

Para determinar la capacidad de migracion de las células tumorales, y por tanto, su
invasividad y capacidad de generar metastasis, se ha realizado un ensayo de migracion
in vitro. Para ello, se sembraron en placas de doce pocillos células de la linea tumoral de
colon T84 en una confluencia del 100%. A las 24 horas se realiza la brecha o “herida”
manualmente con una punta estéril. Esta brecha consiste en generar, en el pocillo, un
espacio libre de células (brecha) en mitad de una monocapa celular y poder observary
cuantificar sobre él el desplazamiento celular (Grada y col, 2017). Una vez llevado a
cabo y comprobado que la brecha esta libre de células, se cambia a medio sin suero
bovino fetal para que las células que se encuentran alrededor de la brecha dejen de
multiplicarse y se aflade una dosis no citotoxica del extracto etandlico a partir de la
harina de semilla madura desengrasada por triplicado. Se realizan fotos a diferentes
tiempos (0, 8, 24, 48 y 72 horas) para observar la migracion celular, comparandolo con
el control (células sin tratamiento). Imagenes de los resultados obtenidos pueden

observase en la Figura 7.

Para evaluar el efecto del extracto etandlico, se calcula el porcentaje de migracion
midiendo el area de la brecha que aun queda libre de células tumorales a los diferentes
tiempos en los que se han tomado las imagenes mediante el programa informatico

Image J.

Tras la realizacion del ensayo, se puede concluir que, a dosis no citotéxicas del extracto,
las células tumorales de colon migran significativamente menos que los controles, y por
tanto, el extracto de la presente invenciéon, a dosis no citotoxicas, ralentizaria
significativamente la invasividad y la formacién de metastasis. De hecho, ya a las 8
horas el ralentizamiento de la migracién de las células tumorales expuestas a dosis no
citotoxicas del extracto de la presente invencién era evidente significativamente. A las
72 horas, con la finalizacidén del experimento, esta disminucion fue mayor, disminuyendo
de un 79% de migracion en los controles a un 60% con el extracto, disminuyendo cerca
de un 20% (Figura 8).
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de obtencion de un extracto vegetal etandlico procedente de
harina de semillas maduras de Euphorbia lathyris, que comprende las etapas de:
a) moler la semilla para obtener harina;
b) extraer la harina de la etapa a) mediante una solucién de extraccion
hidroalcoholica en frio y a pH acido,
C) opcionalmente, desengrasar la semilla madura mediante prensado

mecanico en frio antes de realizar las etapas a) y b).

2. El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que:
a) la semilla se muele hasta obtener harina con un tamano de particula de
entre 100 um y 150 pm; y
b) la harina obtenida en la etapa a) se extrae con la solucién de extraccién
en las siguientes condiciones de operacion:
i.temperatura igual a 4 °C,
ii.en atmésfera de nitrégeno,
iii. la soluciéon de extraccion se compone de etanol, agua bidestilada y acido
clorhidrico en proporciones 50 : 50 : 0,2 en volumen,
iv.pH igual a 2, y/o
v.la mezcla de la harina y la solucién de extraccion se mantiene en
agitacién durante 30 minutos tras haber alcanzado las condiciones i a iv,
y donde el extracto etandlico se obtiene centrifugando la mezcla de la solucién de

extraccion y la harina y recogiendo el sobrenadante.

3. El procedimiento segun la reivindicaciéon 1 o0 2, en el que se lleva a cabo la etapa
de desengrasado de la semilla madura, a una temperatura de entre 40 a 50°C y con una

velocidad de extraccién de 2 a 3 kg de semilla/hora.

4. El procedimiento segun la reivindicacion 2 o 3, en el que:
i) el precipitado resultante de centrifugar la mezcla de la harina y la solucién
de extraccion se resuspende en solucion de extraccion,
i) la suspensidén obtenida se mantiene de nuevo en agitacién durante 30
minutos en las condiciones de la etapa b) definidas en la reivindicacion 2,

iii) la suspensién se somete a centrifugacién, recogiéndose el sobrenadante,
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y
iv) el extracto etanodlico resulta de mezclar el sobrenadante obtenido en iii)

con el primer sobrenadante obtenido.

5. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que incluye
una etapa adicional final en la que se evapora parcial o totalmente el etanol del extracto

etanodlico obtenido.

6. Un extracto etandlico de semillas maduras de Euphobia lathyris con alto

contenido en compuestos fendlicos.

7. El extracto etandlico segun la reivindicacién 6, obtenible por el método de una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

8. El extracto etandlico segun la reivindicacién 6 o 7, que presenta un contenido de
compuestos fendlicos totales que oscila entre 15,64 y 39,31 ug equivalentes de acido
galico/mg extracto y/o una capacidad reductora que oscila entre 9,43 y 24,87 ug

equivalentes de acido galico/mg extracto.

9. El extracto etandlico segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, donde el
contenido de compuestos fendlicos totales es de 15,85 £ 0,21 ug equivalentes de acido
galico/mg extracto o 33,52 + 5,79 ug equivalentes de acido galico/mg extracto y la
capacidad reductora es 9,71 = 0,28 ug equivalentes de acido galico/mg extracto o 22,95

+ 1,92 ug equivalentes de acido galico/mg extracto.

10. El extracto etandlico segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, que
comprende al menos un compuesto fendlico seleccionado del grupo de esculetina,
euforbetina, gaulterina, kaempferol-3-rutindsido (nicotiflorina) y carnosol, o

combinaciones de los mismos.

11. El extracto etandlico segun la reivindicacién 10, que comprende al menos dos
compuestos fendlicos seleccionados del grupo de esculetina, euforbetina y kaempferol-

3-rutinésido (nicotiflorina).

12. El extracto etandlico segun la reivindicacion 11, que comprende al menos los

compuestos fendlicos esculetina y euforbetina.
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13. El extracto etandlico segun la reivindicacion 11, que comprende al menos los

compuestos fendlicos euforbetina y kaempferol-3-rutinédsido (nicotiflorina).

14. El extracto etandlico segun la reivindicacion 11, que comprende al menos los

compuestos fendlicos esculetina y kaempferol-3-rutindsido (nicotiflorina).

15. El extracto etanodlico segun la reivindicacion 11, que comprende los compuestos

fendlicos esculetina, euforbetina y kaempferol-3-rutindsido (nicotiflorina).

16. El extracto etandlico segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, que
adicionalmente comprende al menos un compuesto fendlico adicional seleccionado del

grupo de gaulterina y carnosol.

17. El extracto etandlico segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16, que
comprende los compuestos fendlicos esculetina, euforbetina, gaulterina, kaempferol-3-

rutinésido (nicotiflorina) y carnosol.

18. El extracto etandlico segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 17, que
comprende esculetina y donde esta presente a una concentracion de:
i) entre 2041,5 ug/L y 2325,8 ug/L (p/V - peso de compuesto : volumen de
extracto) y/o
i) 0,4 £ 0,05 mg de compuesto por 100 mg de extracto o0 0,21 £ 0,023 mg

de compuesto por 100 mg de extracto.

19. El extracto etandlico segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 17, que
comprende, kaempferol-3-rutindsido (nicotiflorina) y donde kaempferol-3-rutindsido esta
presente a una concentracion de:
i) a una concentracion de entre 188,3 pg/L a 354 ug/L (p/V - peso de
compuesto : volumen de extracto), y/o
i) 0,02 £ 0,003 mg de compuesto por 100 mg de extracto etandlico 0 0,21 +

0,023 mg de compuesto por 100 mg de extracto etandlico.

20. El extracto etanélico segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 19, donde
i) el contenido de compuestos fendlicos totales es de 33,52 = 5,79
equivalentes de acido galico/mg extracto y/o la capacidad reductora es
22,95 £ 1,92 ug equivalentes de acido galico/mg extracto,

i) el extracto comprende los compuestos fendlicos esculetina, euforbetina,
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gaulterina, kaempferol-3-rutindsido (nicotiflorina) y carnosol,

iii) la esculetina esta presente a una concentracién de peso de compuesto:
volumen de extracto del intervalo de 2041,5 ug/L a 2325,8 ug/L, ambos
valores incluidos, y/o a una concentracién de 0,21 + 0,023 mg de
compuesto por 100 mg de extracto, y

iv) el kaempferol-3-rutindsido  (nicotiflorina) esta presente a una
concentracion de peso de compuesto: volumen de extracto del intervalo
de 188,3 ug/L a 354 pug/L, ambos valores incluidos, y/o a una

concentracion de 0,02 £ 0,003 mg de compuesto por 100 mg de extracto.

21. El extracto etandlico segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 20, que se

ha obtenido por el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

22. El extracto etandlico segun la reivindicacidén 21, en la que se ha llevado a cabo la

evaporacion final, parcial o total, del etanol segun se define en la reivindicacion 5.

23. El extracto etandlico segun la reivindicacion 21 o 22, de semillas maduras
desengrasadas en el que se ha llevado a cabo la etapa de desengrasar la semilla
madura mediante prensado mecanico en frio antes de realizar la etapa a) de moler la

semilla y la etapa b) de extraer la harina obtenida.

24, El extracto etanodlico segun la reivindicacion 20, que se ha obtenido por el
meétodo de la reivindicaciéon 1 en el que se ha llevado a cabo la etapa de desengrasar la
semilla madura mediante prensado mecanico en frio en las condiciones de la
reivindicacion 3 antes de realizar las etapas a) y b); la etapa a) de moler la semilla y la
etapa b) de extraer la harina obtenida se han llevado a cabo segun se define en la
reivindicacién 2, y en el que se ha realizado una segunda extraccidén del precipitado
obtenido tras ejecutar el procedimiento segun se define en la reivindicacién 2 siguiendo

las condiciones definidas en la reivindicacion 4.

25. Una composicion farmacéutica que comprende en su formulacion un extracto de

una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 24.

26. La composicion farmacéutica segun la reivindicacidén 25, que es una composicion
farmacéutica combinada que adicionalmente comprende al menos un agente
anticancerigeno diferente a los presentes en el extracto.
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27. La composicidén farmacéutica segun la reivindicacion 25 o 26, que
adicionalmente comprende uno o mas excipientes o vehiculos farmacéuticamente

aceptables.

28. La composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 25 a

27, que incluye en su formulacién un extracto segun la reivindicaciéon 24.

29. Un extracto de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 24 para su uso en el
tratamiento de un tipo de cancer que se selecciona del grupo de cancer colorrectal,

cancer de pancreas y glioblastoma.

30. El extracto para su uso segun la reivindicacién 29, en el que el tipo de cancer se
selecciona del grupo de adenocarcinoma de colon, adenocarcinoma pancreatico y

glioblastoma multiforme.

31. El extracto para su uso segun la reivindicacion 29 o 30, que es un extracto de

semillas maduras desengrasadas de la reivindicacion 23 o 24.

32. El extracto para su uso segun la reivindicacion 31, para uso en el tratamiento del

adenocarcinoma de colon.

33. El extracto para uso segun la reivindicaciéon 32, para uso en el tratamiento del

adenocarcinoma de colon resistente a quimioterapia.

34. Una composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 25 a 28,
para uso en el tratamiento de un tipo de cancer que se selecciona del grupo de cancer

colorrectal, cancer de pancreas y glioblastoma.

35. La composicidén farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 34, en la que el
cancer se selecciona del grupo de adenocarcinoma de colon, adenocarcinoma

pancreatico y glioblastoma multiforme.

36. La composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 34 o 35, en la

que es una composicion de la reivindicacion 28.

37. La composicidén farmacéutica para su uso segun una cualquiera de las

reivindicaciones 35 o0 36, en el que el cancer es adenocarcinoma de colon.

38. La composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 37, en la que el
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cancer es adenocarcinoma de colon resistente a quimioterapia.
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FIGURA 1
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FIGURA 4
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