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Resumen

El extracto P2Et derivado de Caesalpinia spinosa obtenido por el grupo de
inmunobiologia y biologia celular de la Pontificia Universidad Javeriana, Colombia,
ha mostrado actividad antitumoral e inmunomoduladora en cancer de seno,
leucemia y melanoma 7. De la misma forma, en ratones sanos (C57BL/6 y BALB/c)
se observd que la administracion de P2Et modula la respuesta inmune
principalmente a nivel sistémico induciendo un incremento en la frecuencias de
linfocitos T (LT) CD8+, asi como de LT CD4+ y CD8+ activados en el bazo
comparado con el grupo control, aumento de LT CD4+ de memoria efectora en el
bazo y nédulos linfoides (NL), con disminucién de LT CD4+ virgenes y de memoria
central (TCM CD45RB-, CD62L+) en el bazo, entre otros °. Estos hallazgos reflejan
una activacion inespecifica del sistema inmune, que puede tener beneficios para los
individuos, pero podria también tener efectos deletéreos al inducir un agotamiento
de la respuesta inmune. Teniendo en cuenta los antecedentes de efectos benéficos
por el uso de polifenoles en humanos sanos "% y el posible riesgo de toxicidad "¢~
20 adicional, al aumento en el consumo de este tipo de productos, ademas de los
requerimientos de la normatividad local e internacional para el desarrollo de
suplementos y fitomedicamentos, es necesario evaluar la seguridad de estas
preparaciones, en estudios clinicos controlados. Por esta razon, hemos llevado a
cabo el primer estudio clinico de fase | de un producto fitoterapéutico desarrollado
en el pais administrandolo en humanos sanos, lo que nos permitié determinar el
perfil seguridad del extracto P2Et y definir la maxima dosis tolerada (MDT) y la dosis
que puede ser usada en las siguientes fases del desarrollo clinico.

Materiales y Métodos: Estudio clinico fase 1, de etiqueta abierta y unico brazo, con
escalamiento de dosis a través del disefio 3 + 3 en sujetos voluntarios sanos que
cumplieron con los criterios de elegibilidad claves como mayores de 18 afios,
adecuada funcién renal, hematoldgica y hepatica, sin comorbilidades significativas
ni antecedentes de reacciones alérgicas atribuidas a polifenoles, uso de
fitomedicamentos, historia de abuso a sustancias o fumadores. El estudio fue
aprobado por el comité de ética del Hospital San Ignacio, el INVIMA y esta inscrito
en clinical trial N° NCT03663881. Como intervencion se administro el extracto P2Et
en presentacion capsulas por 600 mg via oral dosis diaria por 28 dias segun el nivel
de dosificacion (nivel 1 600 mg, nivel 2 1200 mg, nivel 3 2400 mg, nivel 4 4800 mg).
Se evaluaron los eventos adversos basado en el National Institute of Health
Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) version 4.0 y se
realizaron mediciones generales del estado de salud de los sujetos participantes
como parametros hematoldgicos, bioquimicos, metabdlicos e inmunologicos. El
estudio fue realizado bajo la normatividad local, buenas practicas clinicas (BPC) y
conferencia internacional de armonizacién (ICH).

Resultados: Se enrolaron 7 sujetos voluntarios sanos, de los cuales 3 completaron
la dosis de 600 mg y 4 descontinuaron el P2Et en la misma dosis debido intolerancia
a la dosis administrada. En el analisis por intencion a tratar, la mediana de edad fue
de 33 anos (rango: 23-42 afos), 57,1% mujeres; la adherencia fue del 100% en los
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sujetos que completaron el nivel 1 de dosificacién. No hubo eventos adversos
severos, 94,6% fueron grado 1, siendo el mas frecuente la epigastralgia (17,1%),
seguido por mialgias (7,3%) y en menos frecuencia del 5% se presentd adinamia,
astenia, estrefiimiento, odinofagia, reflujo y rinofaringitis viral; la mayoria de los
eventos adversos tuvieron una posibilidad razonable de relacién con el producto en
estudio (83,8%). El extracto P2Et no produjo cambios significativos fuera de los
rangos normales en los parametros clinicos evaluados como peso, talla, presion
arterial y frecuencia cardiaca, tampoco en las pruebas de laboratorio en el perfil
bioquimico, hematolégico y metabdlico. Aunque los parametros inmunologicos
como la cuantificacion linfoide y mieloide se mantuvieron dentro de rangos, hubo
algunos cambios relevantes como la media y mediana del porcentaje de LT
CD3+/CD5+/CD45+, CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+ por debajo del limite inferior normal
desde la visita inicial hasta la finalizacion y un porcentaje de cambio del 66% y 40%
en el conteo las células dendriticas derivadas de monocito CD45++/CD38+/CD4+ y
LT CD4+/CD8, respectivamente. De igual manera, los niveles de IgM, IgA, 1gG vy
complemento C3 no tuvieron cambios estadisticos ni clinicamente significativos. Las
pruebas de estrés oxidativo mostraron una media de los niveles de estrés oxidativo
por debajo al limite inferior normal con resultados de Test d-ROM 111 U. Carr basal
y 135 U. Carr a la finalizacién (rangos normales: 250 a 300 U. Carr) y altos niveles
de antioxidante por encima de limite superior normal persistiendo desde la visita
basal hasta finalizacidén con resultados de Test PAT con una media de 6870 U.Cor
y 7300 U.Cor, respectivamente (rangos normales: 2200 a 2800 U.Cor).

Conclusién: El extracto P2Et fue seguro para su uso en humanos sanos con
maxima dosis tolerada de 600 mg via oral. No hubo toxicidad severa solo eventos
adversos de caracteristicas leves en su mayoria, sin cambios significativos en los
parametros de seguridad evaluados. Se observo una clara disminucion en los
niveles de estrés oxidativo, asi como un aumento importante en la capacidad
antioxidante del plasma, lo cual corrobora la actividad antioxidante del P2Et
observada in vitro y abre las puertas al uso del P2Et en estudios clinicos en
pacientes con cancer.
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Abstract

The P2Et extract derived from Caesalpinia spinosa obtained by immunobiology and
cell biology group from Pontificia Universidad Javeriana, Colombia, has shown
antitumor and immunomodulatory activity in breast cancer, leukemia and melanoma
-6, In the same way, in healthy mice (C57BL/6 y BALB/c), it was observed that the
administration of P2Et modulates immune response mainly in the systemic level
inducing an increase in the frequencies of LT CD8 + and LT CD4+ and CD8 +
activated in the spleen compared with control group, an increase in LT CD4 +
effector memory in the spleen and lymphoid nodules (NL), with a decrease in LT
CD4 + virgin and central memory (TCM CD45RB-, CD62L +) in the spleen °. These
findings reflect a non-specific activation of the immune system, which may have
benefits for individuals, but could also have deleterious effects by inducing a
exhaustion of the immune response. As benefits background of polyphenols in
healthy humans &5 and possible risk of toxicity '®-2°, additional, to increase of
consumption of this kind of products, and requirements of local and international
regulations for development supplements and phytomedicines, there is a need to
evaluate the safety of these preparations in controlled clinical trials. For this reason,
we have carried out the first phase | clinical trial with a phytotherapeutic product
developed in our country in healthy humans, which allowed us to determine safety
profile of P2Et extract and to define maximum tolerated dose (MDT), the dose that
will be used in the following phases of clinical development.

Materials and Methods: Phase 1 clinical trial, open label and single arm, with
escalation dose through design 3 +3 in healthy volunteer subjects who met the key
eligibility criteria such as over 18 years, adequate renal, hematological and hepatic
function, without significant comorbidities or a history of allergic reactions attributed
to polyphenols, use of phytomedicines, history of substance abuse or smokers. The
trial was approved by Hospital San Ignacio ethics committee, INVIMA and register
in clinical trial No. NCT03663881. Extract P2Et was administrated in capsules with
a presentation of 600 mg orally daily for 28 days according to dosage level (level 1
600 mg, level 2 1200 mg, level 3 2400 mg, level 4 4800 mg). Adverse events were
evaluated based on the National Institute of Health Common Terminology Criteria
for Adverse Events (CTCAE) version 4.0 and general measurements of health status
were performed as hematological, biochemical, metabolic and immunological
parameters. Study was carried out under local regulations, GCP and ICH.

Results: 7 healthy volunteer subjects were enrolled, 3 subjects completed 600 mg
dose and 4 subjects were discontinued P2Et at the same dose due to intolerance.
In intention to treat analysis, median of age was 33 years (range: 23-42 years),
57.1% women; adherence was 100% in subjects who completed level 1 dosage.
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There were no severe adverse events (AE), 94.6% of AE were grade 1, the most
frequent was epigastric pain (17.1%), followed to myalgia (7.3%) and AE less
frequent than 5% like adynamia, asthenia, constipation, odynophagia, reflux and
viral rhinopharynagitis, most of AE had a reasonable possibility of relationship with
study product (83.8%). The P2Et extract did not produce significant changes outside
of normal ranges in clinical parameters such as weight, height, blood pressure, and
heart rate, neither in biochemistry, hematology, and metabolism tests.
Immunological parameters such as lymphoid and myeloid quantification were kept
within ranges, there were some relevant changes such as the mean and median
percentage of CD3 + / CD5 +/ CD45 +, CD3 +/ CD4 + and CD3 +/CD8 + T
lymphocytes below the normal lower limit from the initial visit to final visit and a
percentage of change of 66% and 40% in monocyte-derived dendritic cells CD45
++/ CD38 +/CD4 + and LT CD4 + / CD8, respectively. Similarly, the levels of IgM,
IgA, IgG and complement C3 did not have any statistically or clinically significant
changes. The oxidative stress test showed an average below of normal lower limit
with results of d-ROM test in 111 U. Carr baseline and 135 U. Carr at end visit,
(normal ranges: 250 to 300 U. Carr) and high antioxidant levels above the upper limit
of normal range persisting from baseline to end visit with a PAT mean of 6870
U.Cor and 7300 U.Cor, respectively (normal ranges: 2200 to 2800 U.Cor).

Conclusion: Oral administration of P2Et extract was safe in healthy humans with a
maximum tolerated dose of 600 mg. There was no severe toxicity, most of adverse
events were mild, without significant changes in the safety parameters evaluated.
Decrease in the oxidative stress levels was observed, as well as a significant
increase in the antioxidant capacity of the plasma, which corroborates the
antioxidant activity of P2Et observed in vitro and opens opportunity to use P2Et in
clinical trials in cancer patients.
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Alcance y definicién del problema

La poblacién en el mundo consume ampliamente polifenoles tales como vino tinto,
jugo de naranja, té verde y curcuma con el mito de sus efectos benéficos en el
cuerpo. Los polifenoles son moléculas quimicas derivadas de las plantas
caracterizados por la presencia de uno o mas anillos fendlicos en su estructura
quimica. Desde la perspectiva estructural existen cuatro tipos de polifenoles que
dependen del numero de anillos fendlicos, tales como acidos fendlicos, flavonoides,
estilbenos y lignanos 82'. El metabolismo celular de los polifenoles depende en gran
medida de su absorcion intestinal, peso molecular, estado de glicosilacion y
esterificacion como factores decisivos en este proceso. Dependiendo del tipo de
metabolismo celular de polifenol se podria tener efectos benéficos en algunos
organos objetivo 810 o toxicos 7

Dentro de los efectos benéficos de los polifenoles, asi como dietas ricas en
polifenoles, en modelos preclinicos y algunos estudios en humanos sanos se ha
identificado posible efecto sobre la prevencion de enfermedades tales como cancer,
enfermedad cardiovascular, diabetes, trastornos neuroldgicos, infecciones,
envejecimiento, entre otros &'°. Ademas del efecto antioxidante ®'®y antiinflamatorio
1115 ya conocido de los polifenoles, se han identificado otros efectos como por
ejemplo la inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL),
expresion de metaloproteinasas y ciclooxigenasa 1 (COX-1), el aumento en la
produccion de oxido nitrico endotelial los cuales son mecanismos claves de la
ateroesclerosis 2223, Asimismo, otro rol relevante es en la quimioprevencién con
efecto sobre todos los estadios de la carcinogénesis (iniciacion, promocion y
progresién) con induccion del arresto del ciclo celular y apoptosis, antiangiogénico,
e induccién de enzimas de detoxificacion, entre otros 214,

En consecuencia a la amplia difusion de los efectos positivos del consumo de
polifenoles en personas sanas, en general existe el mito que los productos naturales
no tienen efectos secundarios, posiblemente por la facil disponibilidad de
comprarlos sin prescripcion meédica y al desconocimiento médico en el uso de este
tipo de terapias. Dentro de las razones de la posible toxicidad por polifenoles
encontramos que existen productos que no cumplen con todos los estandares de
calidad, unido al inadecuado consumo de estos debido a que muchos son
aprobados como suplementos dietarios sin tener extensivas pruebas y estudios
clinicos que reporten la dosificacion, caracteristicas de la poblacién ( como edad y
peso) y posibles eventos adversos 7. Se ha reportado principalmente toxicidad
hepatica, especificamente dafio hepatico inducido por productos herbales (siglas en
ingles Herbal Induced Liver Injury-HILI) 618 nefrotoxicidad 2° y toxicidad
gastrointestinal '7:1°.
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El extracto P2Et derivado de Caesalpinia spinosa obtenido por el grupo de
inmunobiologia y biologia celular de la Pontificia Universidad Javeriana, Colombia,
ha mostrado actividad antitumoral e inmunomoduladora en algunos tipos de cancer
como seno, leucemia y melanoma, ademas de la modulacién de la respuesta
inmune en ratones sanos 8. Los estudios de toxicidad preclinica en ratones y
conejos no mostraron ninguna alerta significativa en términos de seguridad (datos
en archivo, en proceso de publicacion). Sin embargo, teniendo en cuenta los
posibles beneficios que pudiera tener el P2Et dado sus antecedentes preclinicos,
existen entidades que regulan el desarrollo de fitomedicamentos tales como la FDA
(U.S food and Drug administration), EMA (European Medicine Agency), ANVISA y
local por el INVIMA (Decreto 1156/2018) que plantean los requerimientos para el
desarrollo de fitomedicamentos en términos de estandares de calidad, manufactura
y soporte cientifico, ademas del posible riesgo de eventos adversos por el consumo
de este tipo de productos ante el desconociendo su perfil de seguridad en humanos,
por lo que es necesario iniciar con la primera fase del desarrollo clinico del P2Et en
humanos sanos.

Cabe aclarar que los principales problemas actuales son la falta de estandarizacion
en el desarrollo de extractos de polifenoles o fitomedicamentos en el mundo para
uso en humanos sanos o con alguna patologia, los cuales puedan ser estudiados
para conocer su perfil de seguridad y la identificacion adecuada de su aplicabilidad
terapéutica con datos cientificos solidos, que permitan la toma de decisiones por
parte de los médicos en cuanto al riesgo / beneficio del uso en pacientes.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la seguridad del extracto P2Et obtenido a partir de Caesalpinia

spinosa en humanos sanos a través del desarrollo de la primera fase de

investigacion clinica.

Objetivos especificos

Objetivo especifico 1
Identificar los parametros clinicos y paraclinicos (estandares) que
permitan definir el perfil de seguridad de un extracto de polifenoles
para ser usado en humanos sanos dentro del marco de un estudio fase
1.

Objetivo especifico 2
Construir y ejecutar el estudio clinico fase 1 para la evaluacion de
seguridad del extracto P2Et obtenido a partir de Caesalpinia spinosa,

en sujetos voluntarios sanos en Colombia, alineado a la normatividad
local y buenas practicas clinicas.

Pregunta de Investigacion

¢ Cual es el perfil de seguridad del extracto P2Et obtenido a partir de Caesalpinia
spinosa en humanos sanos?

Hipétesis

El uso del extracto P2Et es seguro en humanos sanos sin efectos téxicos severos
dado los antecedentes preclinicos de toxicidad.
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Marco teodrico
Polifenoles
Definicion

Los polifenoles son metabolitos secundarios que pueden venir de las plantas,
aunque también existen algunos sintéticos y semisintéticos, se encuentran
ampliamente distribuidos en frutas, cereales, vegetales y bebidas tales como vino
tinto, te, manzanas, uvas, entre otros. Los polifenoles se caracterizan desde su
estructura quimica por la presencia de uno o mas anillos fendlicos, basado en el
numero de anillos fendlicos se clasifican en cuatro grupos como acidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos y lignanos como lo podemos observar en la Figura 1.
Primariamente pueden estar en forma conjugada con uno o mas residuos de azucar
unidos por un grupo hidroxilo, aunque también pueden estar unidos entre azucares
al carbon aromatico existente, también pueden presentarse en uniones a grupos
aminos, carboxilos, acidos organicos y lipidos. Los flavonoides son el grupo mas
estudiado de los polifenoles, entre ellos la quercitina y las catequinas, asi como la
mayoria de estilbenos, que estan en proporciones bajas en la dieta, actuan como
fitoalexinas antifingicas, uno de los mas estudiados es el resveratrol 821,

Figura 1. Estructura quimica de las diferentes clases de polifenoles.
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Metabolismo

El metabolismo de los polifenoles depende en gran medida de su absorcion, el peso
molecular, su estado de glicosilacién y esterificacion dado que son factores
decisivos en este proceso. En consecuencia, la biodisponibilidad de cada polifenol
difiere, no habiendo relacion entre la cantidad de polifenol ingerido en los alimentos
y su biodisponibilidad en el cuerpo humano. Generalmente los aglicones se
absorben en el intestino delgado, pero la mayoria de polifenoles derivados de
alimentos estan en forma de esteres, glucosidos o polimeros, razon por la cual
deben hidrolizarse por enzimas intestinales o de la microbiota colénica, lo cual
depende del tipo de polifenol &2

La absorcion de los polifenoles ocurre por lo general en el intestino delgado
rompiendo los azucares del anillo fendlico en la membrana o en el citosol del
enterocito a través de enzimas como lactasa-floricina hidrolasa o B-glucosidasa.
Estos glucosidos son transportados al interior del enterocito por transportadores de
glucosa dependiente de sodio (SGLT1); y en ocasiones pueden llegar hasta la
microbiota coldnica. Posterior a la absorcion estos sufren varios procesos de
conjugacion, siendo metabolizados en el higado por enzimas del metabolismo fase
Il obteniendo moléculas glucorinadas y sulfatadas con o sin metilacion, lo cual
facilita la excrecion urinaria y/o biliar de los metabolitos haciéndolos mas hidrdfilos.
El proceso de metilacion y glucuronidacion de los polifenoles ocurren en la posicion
C3 del anillo, pero también podria ocurrir en C4, las enzimas como sulfotransferasas
catalizan la transferencia de un sulfato durante el proceso de sulfatacidén y la
posicién donde se realiza no ha sido claramente identificada 822425,

Algunos ejemplos de metabolismo de polifenoles son los flavonoides presentes en
plantas unidos a azucares B-glucosidos como glucosa, galactosa y xilosa, entre
otros. Estos polifenoles por su estructura pueden absorberse en intestino delgado o
colon, el azucar es clivado del anillo por las enzimas mencionadas previamente, con
excepcion de los flavonoides que estan unidos a ramnosa, que se metabolizan en
el colon y son hidrolizados por a-ramnosidasa en la microbiota, en la Figura 2 lo
podemos observar ilustrado 82124,

Es relevante la identificacion de los metabolitos circulantes y sus cambios en la
absorcion, asi como la posicion de grupos conjugados, dado que estos afectan sus
propiedades en la actividad biologica. Los metabolitos circulantes en sangre en su
mayoria estan unidos a proteinas, principalmente a la albumina, sin embargo, la
afinidad a esta proteina depende de la estructura quimica del polifenol, teniendo
impacto sobre el aclaramiento de sus metabolitos y su liberacidén hacia las células y
tejidos. Por ejemplo, la curcumina ampliamente estudiada, ha mostrado unirse a 33
proteinas diferentes. La acumulacién de los polifenoles en los tejidos tiene un rol
fundamental sobre su efecto biolégicamente activo 8212425,
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Figura 2. Esquema metabolismo humano de los flavonoides
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Actividad bioldgica de los polifenoles

Los polifenoles se han usado en humanos sanos para la prevencion de
enfermedades tales como cancer, enfermedad cardiovascular, diabetes, trastornos
neurologicos, infecciones y envejecimiento, entre otras 810, Ademas del efecto
antioxidante '3 y antiinflamatorio "5 ya bien conocido de los polifenoles, se han
identificado otros efectos como por ejemplo la inhibicion de la oxidacién de LDL,
expresion de metaloproteinasas y COX-1, aumento en la produccion de 6xido nitrico
endotelial los cuales son mecanismos claves de la ateroesclerosis 2223; asi mismo
otro rol relevante es la quimioprevencion con efecto sobre todos los estadios de la
carcinogénesis (iniciacion, promocion y progresion) con inducciéon de arresto del
ciclo celular y apoptosis, antiangiogénico e inductor de enzimas de detoxificacion,
entre otros 1214,
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A continuacién, se describen cada uno de los efectos biolégicos descritos, es
importante resaltar que en la prevencidn de estas patologias estan asociados quizas
a la integracion de varios de estos mecanismos para lograr el efecto positivo.

Efecto antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (de Reactive Oxigen Species-ROS siglas en
inglés) como oxido nitrico, radical hidroxilo y anién superdxido juegan un rol
importante en la fisiologia normal celular. Basalmente bajos niveles de ROS son
generados a traves de la respiracion mitocondrial y una familia de enzimas oxidasas
de union a membrana NADPH (NOXs). Los ROS tienen la capacidad de oxidar
algunas proteinas que activan las vias de sefializacion que regulan la viabilidad,
proliferacion, diferenciacion celular y adaptaciéon metabdlica. En consecuencia, los
ROS pueden danar de forma no especifica macromoléculas como el ADN, ARN,
lipidos y proteinas causando toxicidad celular °.

Se ha descrito que los polifenoles son poderosos antioxidantes in vitro, dado que
son capaces de neutralizar los radicales libres donando un electréon o atomo
hidrogeno a los ROS. Esta reaccion ocurre por el secuestro de radicales o quelando
metales directamente inhibiendo la reduccion del hierro férrico y disminuyendo la
produccion de radicales hidroxilos en la reaccion de Fenton. El potencial
antioxidante de un compuesto fendlico depende principalmente del numero y
posicion de grupos hidroxilos en la molécula 5. De igual manera, estos antioxidantes
contribuyen a aumentar los niveles de glutation reducida y tioredoxina, los cuales
disminuyen la toxicidad de los ROS a distancia °.

Cuando hay una acumulacion excesiva de ROS o reduccion de los intermediarios
con capacidad antioxidante ademas de la alteracion del sistema enzimatico de
reduccion celular como lo son catalasa, superdxido dismutasa, glutation peroxidasa,
glutation reductasa y peroxiredoxinas que son las encargadas de conservar el
equilibrio oxidativo, lo anterior conlleva al estrés oxidativo. EI consumo de
polifenoles ha mostrado ayudar a restaurar la homeostasis redox aumentando la
actividad de estas enzimas antioxidantes. La expresion de estas enzimas se modula
por el factor de transcripcién nuclear eritroide-2 (Nrf-2) activado por las ROS a nivel
celular 15,

El Nrf-2 es un miembro de la familia de factores de transcripcién leucina zipper
(bZIP), con un rol dentro del proceso de detoxificacion celular y defensa al estrés
oxidativo. En este proceso hace parte la proteina asociada a ECH Kelch like 1
(Keap1) que actua como un sensor celular del cambio de la homeostasis oxidante,
y es asistida por la proteina culina-3 (CUL3), formando un complejo proteico Nrf2-
Keap1-CUL3 que es expuesto constantemente a la conjugacion de ubiquitina y
degradacion proteosomica. En condiciones de estrés o exposicion a electrofilos el
Nrf-2 se activa y se desprende del complejo, traslocandose al nucleo para regular
la transcripcion a través de la unién a los elementos de respuesta antioxidante
(ARE) regulando a su vez a varios genes que codifican las enzimas antioxidantes.
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Por lo tanto, la via que modula la homeostasis de reduccion y detoxificacion es la
Nrf2-Keap1, donde Keap1 que se une a Nrf-2, previniendo su sefalizacion. Asi
mismo, la fosforilacion de Nrf-2 y su disociacion del complejo le permite la
translocacion al nucleo. Varias quinasas como la quinasa reguladora de sefal
extracelular (ERK), proteina quinasa b (Akt) y proteina quinasa C (PKC) también
regulan la translocacion del Nrf-2 y activacion de la transcripcion. En contraste, en
el nucleo también hay factores supresores de la transcripcion como BACH1 que
cumple un rol de antagonista de Nrf2 1526.27,

Por consiguiente, los polifenoles inducen la activacion de Nrf-2 para aumentar las
enzimas antioxidantes intracelulares, en especial los flavonoides (quercetina,
luteolina, apigenina, crisina) induciendo su translocacién al nucleo a través de la
interaccion con el ligando del receptor hidrocarbono aril citosélico (agonista de
AhR)'. De la misma manera, los polifenoles pueden inducir la disociacion del
complejo Keap1/Nrf2 directa o indirectamente y regular la actividad de las quinasas
3, Por ejemplo, la curcumina modula la actividad de la PKC estimulando o
inhibiendo su actividad, la inhibicién de la PKC puede causar efectos negativos en
NFkB, la proteina activadora 1 (AP-1) y el factor crecimiento epidermal (EGFR) en
cancer colon.

Efecto antiinflamatorio

Algunos polifenoles incluyendo la curcuma, resveratrol, quercetina, entre otros han
demostrado efecto antiinflamatorio en cultivos celulares, actuando sobre las vias
dependientes e independientes del acido araquidonico (AA). En su accion sobre las
vias dependientes encontramos la habilidad de estos polifenoles de inhibir COX, en
especifico la isoforma COX-2 (regulada por factor nuclear kappa B (NF-kB)), que
convierte AA en prostaglandinas. Las via de sefializaciéon independiente al AA
también esta involucrado el NF-kB .

Como parte de este proceso en las células no estimuladas el NF-kB esta en el
citoplasma inactivo como un heterodimero compuesto por dos subunidades (p50 y
p65), asociado a un complejo de proteinas inhibitorias kB-a o IkB-3, que retienen a
este factor en el citoplasma. Cuando las células son estimuladas por patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs), o a dafio (DAMPs) o citocinas por
su unién a receptores como toll like (TLR), de interleucina 1 (IL-1R) y factor de
necrosis tumoral (TNFR), se inicia una cascada estimulando las proteinas
adaptadoras en el citoplasma como la proteina en respuesta a la diferenciacion
mieloide (MYD88) o el factor asociado al factor de necrosis tumoral (TRAF) que a
su vez activan proteinas quinasas especificas (proteina quinasa mitdbgena activada-
MAPK vy IkB quinasa); conllevando a la fosforilacion de IkB-a y a su vez la
disociacion de esta proteina del complejo NF-kB y su degradacion en el proteosoma.
En consecuencia, el NF-kB que se trasloca al nucleo se une a regiones promotoras
del ADN liderando la expresion de genes para quimioquinas, citocinas y enzimas
proinflamatorias, moléculas de adhesion, lo cual exacerba y perpetua el proceso
inflamatorio '1-28,
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Acorde a lo anterior, los polifenoles han mostrado interferir en algunos sitios
especificos de esta via de sefalizacion como la inhibicion de las quinasas que
suprimen la fosforilacion o ubiquitinizacion y a su vez la degradacion del IkB, en
consecuencia, no hay translocacion del NF-kB ni transcripcion de citocinas
proinflamatorias. Otros mecanismos de accion identificados para los polifenoles en
su rol antiinflamatorio son la inhibicidon de la unién de la subunidad del NF-kB con la
region especifica en el ADN, la disminucién de la subunidad p65 y los niveles de
TNF-a e IL-1-b como sucede para algunos flavonoides 2°. Asi mismo, se ha
evidenciado impacto sobre la expresion de genes proinflamatorios con la curcumina,
apigenina, resveratrol, quercetina, silimarina, cinamaldehido, ergolido, helenalina,
epigalocatecina galato, entre otras como se ilustra en la Figura 3 111530,

Figura 3. Esquema via serializacion del NF-KB: Rol de la curcumina.
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Otro aspecto importante, es como la sobreproduccion de ROS mitocondrial
promueve la sintesis de citocinas proinflamatorias a través de la activacion del
dominio de oligomerizacion de union a nucledtido, familia de genes que contienen
repeticiones ricas en leucina y dominio que contiene pirina (NLRP3), que juega una
funcion importante activando el inflamasoma en respuesta al aumento
citoplasmatico de ROS. Algunos estudios in vivo e in vitro han mostrado que los
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polifenoles tienen un efecto protector en la inflamacién por la modulacion de la
activacion de NLRP3 '°.

Efecto cardiovascular

Los polifenoles tienen impacto sobre varios mecanismos que desencadenan la
enfermedad cardiovascular tales como el efecto vasodilatador, antiinflamatorio,
antiaterogénico, antitrombaético e induccidén de apoptosis de las células estresadas.
El dafio oxidativo resulta en la alteracién de las células endoteliales y deterioro del
efecto vasodilatador, por lo que algunos polifenoles como los flavonoides, mejoran
la funcion endotelial por su efecto vasodilatador mediado por el factor
hiperpolarizante derivado del endotelio, la neutralizacion de ROS aumentando la
biodisponibilidad de 6xido nitrico ( NO-regulador en el tono vascular), y también
modulan la produccion del NO en las células endoteliales por un mecanismo
dependiente de calcio, que a su vez aumenta las concentraciones de calcio al
interior de células endoteliales por activacion de canales de K+ o inhibicion de Ca++-
ATPasa en reticulo endoplasmatico, e incremento del GMPc en el musculo liso. Otra
via donde los polifenoles tienen una actividad es en el aumento de la NO sintetasa
(eNOS) asi como en el aumento en la expresion génica de eNOS mediado por
sirtulina deacetilasa 1 (SIRT1) 2.

Otro mecanismo de la ateroesclerosis es la oxidacion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL) se puede ver intensificada
por la produccién de las ROS y las especies reactivas de nitrégeno asociado a la
disfuncion endotelial y el reclutamiento de las células espumosas. La acumulacion
de macréfagos en la matriz extracelular elimina las moléculas de LDL oxidadas y
genera una respuesta inflamatoria, reclutando células y estimulando la proliferacion
celular acompafiada de la migracion de células de musculo liso. Basado en lo
anterior, los polifenoles son potentes inhibidores de la oxidacion de LDL y de los
receptores en macréfagos que ayudan a captar las lipoproteinas de baja densidad
oxidadas promoviendo la acumulacion de esteres de colesterol y formacion de estas
células espumosas. Por ejemplo, en el modelo animal la quercetina, atenua la
ateroesclerosis impidiendo la formacion de la células espumosas y de la respuesta
prooxidante y proinflamatoria, inhibiendo la expresion de metaloproteinasas 1
(MMP1) 831,

Otros mecanismos de la enfermedad cardiovascular que son impactados por
diferentes polifenoles modificando el curso de la patologia son: la acumulacion de
células de musculo liso vascular, adhesion y agregacion plaquetaria, estabilizacion
de la placa de ateroma a través de |la capacidad de inhibir enzimas implicadas en la
sintesis de eicosanoides como tromboxano A, COX 'y LPO y de moléculas derivadas
del acido araquiddénico. Por ejemplo, el resveratrol previene la agregacion
plaquetaria por la inhibicion de la actividad COX-1y en consecuencia la sintesis de
tromboxano A2, ademas de producir relajacion arterial de forma aislada e inhibir la
oxidacion de LDL por via de la quelacion del cobre o capturando directamente
radicales libres 82231,
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Efecto quimioprevencion

Ademas del efecto que se ha visto en varios polifenoles relacionado a su actividad
antitumoral, también se ha reportado impacto sobre los estadios de la
carcinogeénesis: iniciacion, promocion y progresion. Varios mecanismos de accion
se han identificado en la quimioprevencion de los polifenoles como se ilustra en la
Figura 4 sobre todo en estadios tempranos de la transformacion celular como una
actividad estrogénica o anti estrogénica dependiendo el tipo de célula,
antiproliferativo, induccion del arresto del ciclo celular o induccién de la apoptosis,
prevencion de la oxidacion, induccion de las enzimas detoxificadoras, regulacion del
sistema inmune, antiinflamatorio y cambios en la sefalizacion celular, lo anterior va
a depender del tipo de polifenol. Los polifenoles influencian el metabolismo de

procarcindgenos por la modulacién de la expresion de las enzimas citocromo P450
8,14

Figura 4. Proceso de la carcinogénesis e impacto de los polifenoles.
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Por ejemplo, en el caso de la quimioprevencion del cancer de pulmon, la
epigalocatecina-3-galato in vitro indujo la apoptosis, redujo la activacion de la
caspasa 3, poli ADP ribosa polimeras (PARP) y ROS intracelular; de la misma
manera, un derivado de la curcumina bisdemetoxicurcumina previno la senescencia
prematura de células fibroblasticas de pulmon normales, que fueron previamente
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tratadas con hidroperoxido, activando la via de sefializacion SIRT1-AMP proteina
quinasa (AMPK). Estos datos preclinicos se relacionan con los hallazgos
encontrados en estudios epidemiolégicos, donde se observd asociacion entre la
reduccion del riesgo de cancer de pulmén en fumadores tras el consumo de algunas
variedades de frutas y vegetales 2.

Efecto en metabolismo

En el metabolismo de la glucosa la digestion de los carbohidratos y su absorcion
son procesos esenciales, por lo que enzimas como la alfa amilasa, sacarasa,
sucrasa Y alfa glucosidasa que participan en la digestion de los carbohidratos de la
dieta pueden ser inhibidas por los polifenoles, reduciendo asi la tasa de liberacion
de glucosa y su absorcién en el intestino delgado, estableciendo enlaces no
covalentes con estas estructuras proteicas 2.

El transporte de glucosa se realiza a través de la membrana celular por 2 tipos de
proteinas de membrana: los SGLT y proteinas facilitadoras de transporte de glucosa
(GLUTZ2). Algunos compuestos fendlicos como flavonoides inhiben estos
transportadores en la mucosa intestinal. Otro punto donde se ha observado efecto
de los polifenoles es sobre las células beta del pancreas, mejorando la secrecion de
insulina por aumento en la expresion de GLUT-2, asi como los efectos antioxidantes
de los polifenoles que contrarrestan el estrés oxidativo pancreatico tras el estado de
hiperglicemia 832,

Por otro lado, los polifenoles pueden estimular la captacién de glucosa por tejidos
periféricos sensibles a la insulina, induciendo un aumento en la expresién de GLUT4
y PI3K, inhibicion de la expresion de la enzima fosfoenol piruvato carboxicinasa
(PEPCK) en hepatocitos, resultando en el disminucion de los niveles de glucosa en
sangre 2.

Con relaciéon al metabolismo de los lipidos, los polifenoles y fitoquimicos pueden
inhibir la proliferacion y diferenciacion de pre-adipocitos, inhibicion de la expresion
del receptor activado de proliferacion del perixosoma gamma (PPARYy), el cual es
un factor de transcripcion que activa la diferenciacion de células madre
mesenquimales a adipocitos y/o induccion de apoptosis de adipocitos maduros, lo
cual puede ser dependiente de dosis y tiempo. En la Figura 5 podemos observar
de forma esquematica los mecanismos moleculares de las plantas frente a su efecto
en los lipidos 33,
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Figura 5. Mecanismos moleculares de las plantas en el metabolismo de glucosa y lipidos
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Tomado de Martel J, et al. Nature review endocrinology.2016.1-12.

Efecto sobre la modulacion de la respuesta del sistema inmune

Ademas de los beneficios ya descritos de los polifenoles, existe controversia con el
potencial inmunomodulador de estos productos particularmente en cancer, donde
se ha encontrado algunos efectos en las células inmunes como disminucion de las
células T reguladoras (Treg) y células mieloides supresoras (MDSC) con curcumina
y resveratrol. Aumento de citocinas como interferén gamma (IFN-g), interleucina 2
(IL-2), interleucina 12 (IL-12) con curcumina y P2Et 534, Algunos estudios en
humanos sanos también han mostrado efecto sobre las células inmunes tras el
consumo de polifenoles 354!, por ejemplo la auto-administraciéon de 1000 mg de
resveratrol por 28 dias mostré promover el crecimiento de las células NKG2D+ y
células T yd, asi como la proliferacion mas eficiente de Treg cuando se activo el
TCR y disminucién de MCP-1y TNF-a 42,

Desde la perspectiva preclinica, el tratamiento de LT primarios con antioxidantes
farmacolodgicos inhibe la proliferacion y la produccién de IL-2 en respuesta a una
estimulacioén in vitro a través del receptor T. Esta disminucion de la funcién de los
LT puede tener efectos positivos, en el caso de una activacion cronica, evitando la
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hiperactivacion de la respuesta inmune y por ende la generacion de dafio tisular 43.
Por otra parte, en el control del estrés oxidativo el que se genera durante el
envejecimiento, preserva la adecuada funcion de las células de la respuesta inmune
mejorando su calidad**. Algunos compuestos naturales han mostrado tener efecto
sobre las células presentadoras de antigeno, modulando la respuesta inmune. Por
ejemplo, el 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-B-D-glucosa (PGG) aumenta la presentacion
cruzada en células dendriticas aumentando la expresion de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase |, pero disminuyendo la expresion de las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II, asi como la
expresion de CD80 y CD86 5.

De igual manera, la administracion del extracto de té verde (ETV) aumenta la
actividad citotoxica de las células NK y la fagocitosis de las células peritoneales, asi
como la proliferacidon de esplenocitos y la secrecidn de IL-2 e IFN-g. Cabe notar, el
hecho de que el tratamiento con el ETV disminuye la produccion de IgE antigeno
especifica, aumentando la proporcion de Treg CD4+ CD25+ en el bazo, sugiriendo
que el ETV puede jugar un papel en la respuesta alérgica 6.

Por otra parte, un extracto etandlico de frambuesas negras (EEFN) contiene una
mezcla diversa de fitoquimicos y dos metabolitos que se producen después de la
digestion (Cianidina-3-Rutinosido, C3R; Quercitina-3- Rutinosido, Q3R). EI EEFN
inhibe la proliferacion y la viabilidad de los LT CD4+ y CD8+ activados via
CD3/CD28. Ademas, el EEFN también limita la expansion in vitro de las MDSC asi
como su capacidad supresora. El pre-tratamiento de las células inmunes con el
EEFN atenua la fosforilacion mediada por IL-6 del transductor de sefal y activador
de la transcripcion-3 (STAT3) y la fosforilacion de STAT5 inducida por IL-2. En
contraste, los metabolitos del té verde, aunque tienen las mismas actividades
inmunosupresoras, no disminuyen la fosforilacion de STATS inducida por IL-2 y
ademas son menos potentes como inhibidores de la viabilidad de los LT 47. Asi
mismo, el extracto de Eruca sativa, en células sanas humanas del sistema inmune
in vitro inhibe la viabilidad de linfocitos humanos via induccion de la apoptosis a
altas dosis, mientras que en concentraciones bajas no toxicas altera la expresion
del receptor de IL-2 pero no la activacion de LT, proliferacién y liberacion de
moléculas efectoras como IFN-g e IL-2 de los LT, ademas de reducir
significativamente las células NK, sugiriendo que este extracto interfiere en la
funcion de LT y actividad de las células NK en concentraciones comparables 4'.

Algunos aceites esenciales seleccionados al azar, terpenos y derivados fendlicos
se evaluaron para medir su habilidad de modular la respuesta inmune usando varios
parametros inflamatorios incluyendo la generacion de ROS a partir de fagocitos y
polimorfonucleares neutrdéfilos aislados de sangre periférica, la proliferacion de los
linfocitos T y la produccion de IL-2 y TNF-a. Los aceites esenciales de Foeniculum
vulgare, Saturea cuneifolia, y Origanum munitiflorum inhiben los ROS producidos
por los fagocitos de sangre periférica, mientras que el timol, carvacrol, acido
rosmarinico, acido caféico, quercetina y el glicosido de kaempferol inhiben
potentemente la produccion de ROS. Por otra parte, el acido rosmarinico, caféico,
la quercetina, kaempferol, genisteina y apigenina ejercen una potente inhibicion de
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la proliferacion de los LT. La quercetina y la apigenina mostraron ser potentes
inhibidores de la IL-2. Los aceites esenciales de las especies de menta, asi como la
quercetina y la apigenina inhiben potentemente la produccion de la citocinas
proinflamatorias como TNF-a. Los resultados indican que los aceites esenciales y
los compuestos fendlicos pueden ser considerados como prometedores agentes
inmunomoduladores 8.

Los productos naturales también han sido relacionados con una mejora en la
inmunoestimulacion en animales envejecidos de 15 a 18 meses, suplementados
con diferentes dosis de propolio verde brasilero que contiene polifenoles,
flavonoides, acido cinamico y artefilina C. Luego de 4 semanas de tratamiento, se
observdé un aumento significativo en la fagocitosis de macréfagos, asi como la
respuesta inflamatoria local. Los anticuerpos contra antigenos timo-independientes
aumentaron considerablemente, asi como los niveles de IgG total. Estos resultados
muestran que este propolio puede tener un efecto positivo sobre la inmunidad innata
y adaptativa de animales envejecidos “4°. De hecho, esta actividad
inmunomoduladora ha sido observada para otros polifenoles como los que se
presentan en la Cassia auriculata (CA). En ratas envejecidas, tratadas por 28 dias,
se observa un incremento en la frecuencia de LT CD4+, CD8+ y CD4+CD25+ y LT
reguladores, asi como linfocitos B (LB), y un aumento en la proliferaciéon de los
esplenocitos no estimulados, y luego de la estimulacion con lipopolisacarido. En lo
que se refiere a la inmunidad innata, los polifenoles de CA reducen el estallido
respiratorio de los neutréfilos en respuesta a activadores quimicos vy
microbiolégicos. Esta modulacion puede beneficiar la condicion de vida de las
personas de avanzada edad °.

Toxicidad

Toxicidad Hepatica

Una de las principales causas de dafio hepatico agudo en estados unidos, es debido
a medicamentos, lo cual se domina dafo hepatico inducido por drogas (drug
induced liver injury -DILI por sus siglas en ingles). En un estudio prospectivo de 899
pacientes con DILI la segunda clase terapéutica causante de esta patologia fueron
los suplementos herbales y dietarios (16,5%), después de los antimicrobianos como
primera causa, denominando esta toxicidad dafo hepatico inducido por herbales
(herbal induced liver injury-HILI por sus siglas en ingles), lo anterior puede ser
causado por el uso indiscriminado de estos productos’®. Se desconocen datos
epidemiologicos en Latinoamérica, sin embargo, somos una region con alta
frecuencia de uso de productos herbales 8.

Existe susceptibilidad de desarrollar DILI/HILI asociado a ciertos factores como la
edad, factores genéticos, enfermedad hepatica preexistente, dafio mitocondrial y
oxidativo y factores sociales. Los mecanismos patoldgicos que se asocian a este
dafo hepatico por polifenoles son similares a los identificados por medicamentos.
Como primer factor esta la hepatotoxicidad directa por el producto o sus metabolitos,
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la biotransformacion de polifenol formando téxicos directos o metabolitos reactivos
interactuando con el hepatocito y sus funciones normales siendo esto dosis
dependiente. Como segunda categoria esta la idiosincratica, la mayoria asociada a
respuesta metabdlica o reaccion medicamentosa no esperada. Como tercer
mecanismo esta la activacion de reconocimiento inmune 5.

La reaccion idiosincratica puede ser metabdlica o inmunomediada con cierto grado
de superposicidén. La metabdlica se desarrolla cuando el polifenol o sus metabolitos
se unen a una proteina celular, ADN u otra molécula celular, alterando la
funcionalidad, como por ejemplo la deplecion de glutatién, cambio en la reduccién-
oxidacion o inicio del estrés oxidativo intracelular; alterando el balance de senales
de supervivencia y muerte lo que favorece la induccion de factores de iniciacion
proapoptética. La sensibilizacion de los hepatocitos a citocinas como el TNF-a
puede liderar la apoptosis o necrosis. La toxicidad inmuno-mediada ocurre cuando
el metabolito se une covalentemente a proteinas celulares formando un hapteno
conjugado siendo estos péptidos haptenizados presentados en conjunto con el
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) tipo Il en la superficie de las células
Kupffer lo que se constituye como un antigeno reconocido por células T ayudadoras
o citotoxicas. Lo anterior, fomenta la presentacion de antigenos por el hepatocito en
conjunto CMH tipo | activando la respuesta humoral y celular liderando el dafno
hepatico, y el proceso inflamatorio a través de cascada de citocinas proinflamatorias
como TNF-a, NO, IFN-g, entre otras 5152,

Algunas personas son mas susceptibles de desarrollar reacciones idiosincraticas
mas que otras y debido a que las enzimas hepaticas, en particular la P450, es
responsable del metabolismo de moléculas externas, y esta varia en su expresion y
actividad catalitica, esto resulta en una gran variedad fenotipica entre las personas
y por ello las diferencias de reacciones hepaticas entre personas aun habiendo
consumido el mismo producto herbal y dosis 2.

La presentacién clinica del HILI es inespecifica con aparicion de sintomas
constitucionales antes de la ictericia, lo cual puede generar aumento de enzimas
hepaticas estando asintomatico o en condiciones mas severas la cirrosis y falla
hepatica. Generalmente cuando se interrumpe el agente causal se disminuyen las
enzimas hepaticas hasta la normalizacion y dependiendo del tiempo que transcurra
se puede clasificar en aguda o cronica. Es importante descartar otras causas de
dafo hepatico como colelitiasis, hepatitis, enfermedades autoinmunes, metabdlicas
0 genéticas, o una toxicidad por el uso de otro tipo de medicamentos. El tratamiento
del HILI se basa en la suspension del producto herbal, la mayoria de los casos
reportan mejoria de hallazgos, ante la persistencia de consumo se pueden presentar
complicaciones 8.
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Toxicidad Renal

La nefrotoxicidad relacionada a medicamentos contribuye en aproximadamente
26% de casos en pacientes con dano renal agudo adquirido en el hospital y 18% en
los adquiridos en comunidad, siendo desconocida la incidencia especifica para la
medicina herbal. Han aumentado los estudios de la medicina herbal china en este
tipo de toxicidad en los ultimos afnos asociados a este tipo de polifenoles. Tal como
se ilustra en la Figura 6, existen factores que influencian el desarrollo del dafio renal
asociado a la medicina herbal. La toxicidad renal incluye dafio renal agudo,
enfermedad renal cronica, nefrolitiasis, rabdomidlisis, sindrome de fanconi y
carcinoma urotelial. El tratamiento del dafio renal asociado al uso de polifenoles, al
igual que en la toxicidad hepatica se basa en la suspension del producto y manejo
estandar de la patologia 2°.

Figura 6. Factores influenciadores en la toxicidad renal por medicina herbal
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Tomado de Yang B, et al. Clin J Am Soc Nephrol. 2018; 13. 1605-1611.

En 1993 se identificd que el dafio renal derivado del uso de polifenoles que tuvieran
acido aristoloquina (AAq) fuera por la agresion directa o indirecta de sus
metabolitos, asociando esto a la alta tasa de nefrotoxicidad e incidencia de
carcinoma urotelial. Bajo condiciones normales, el AAg se metaboliza por la
reduccion del compuesto nitro dentro de un metabolito activo Illamado
aristolactamas, que forman uniones covalentes con las bases de purinas del ADN,
estos compuestos AAg-ADN han demostrado tener propiedades premutagénicas,
liderando mutaciones en el gen supresor de tumores TP53; esta mutacién en
especifico, en el caso de exposicion a AAq, es frecuente en pacientes con cancer
urotelial estudiados en Taiwan. Asi mismo se ha encontrado en modelos
experimentales y estudios clinicos que en el tubulo proximal y segmento S3 es
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blanco para el AAq, produciendo necrosis tubular, infiltracién intersticial de
macrofagos activados, linfocitos T y B, lo cual esta asociado a la produccion de
citocinas profibrosis por macrofagos y células tubulares como el factor de
crecimiento transformante beta 3.

Otras Toxicidades

Los mecanismos moleculares de otros tipos de toxicidades relacionadas al uso de
polifenoles han sido poco estudiados, sin embargo hay evidencias acerca de la
toxicidad gastrointestinal que al igual que la nefrotoxicidad y hepatotoxicidad puede
estar causada por metabolitos de los polifenoles, produciendo lesiones en la
mucosa intestinal; no obstante, se han identificado efectos positivos en este sistema
debido a las propiedades antiinflamatorias de los polifenoles °.

Evidencia evaluacion de toxicidad de polifenoles en humanos sanos

Enla Tabla 1 se evidencian las caracteristicas basales de los estudios con muestras
entre 6 a 95 sujetos sanos. La mayoria de los estudios clinicos fueron aleatorizados,
doble ciego y placebo controlados, que incluyen polifenoles tales como: sahastara,
teaflavina,  resveratrol, = Synetrol-Xpur, @ Bacopa monniera,  curcumina,
transresveratrol, té verde, epigalocatequina galato, polifenol E, Crocus sativus y
crocina. Todos estos estudios reportaron un rango de duracion del tratamiento
entre 7 a 90 dias 54:55.64.56-63

Los eventos adversos (EA) encontrados con mayor frecuencia fueron los
gastrointestinales (dolor abdominal, dispepsia, nauseas, diarrea y flatulencias) con
un rango entre el 16% al 91%; a nivel dermatolégico se evidencio presencia de EAs
con reacciones alérgicas tipo dermatitis, prurito y sensacion de calor corporal en un
rango entre 3% al 66%. A su vez, se encontraron eventos adversos menos
frecuentes en el sistema nervioso central tales como: mareo, somnolencia, cefalea
y pérdida de memoria; en el sistema cardiovascular, taquicardia, hipertension, fatiga
y dolor muscular. Es importante destacar que estos eventos fueron de gravedad
leve-moderado y se auto limitaron, por lo que no requirieron que el tratamiento con
polifenol se descontinuara, Tabla 2. 36386165

Ahora bien, dentro de los parametros de seguridad evaluados estan los
hematologicos, en los cuales se encuentran la hemoglobina, el hematocrito, el
conteo de glébulos rojos y el conteo de linea blanca, ademas del porcentaje de
polimorfonucleares, linfocitos, eosinofilos y monocitos. En estos se reporta que
posterior a la ingesta de Crocus sativus, resveratrol y de hematocrito en Crocus
sativus hubo una disminucion significativa en los niveles de hemoglobina versus el
placebo. Adicionalmente, no se observo ningun otro cambio significativo en la
evaluacién hematologica de los polifenoles reportados 566263,

En los parametros bioquimicos, se monitorizaron la glucosa, el colesterol, los
triglicéridos, la funcion renal (BUN y creatinina) y la funcion hepatica (bilirrubina total,
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aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa
alcalina, proteinas totales y albumina) en donde se evidencio, una disminucién
significativa de la glucosa postintervencion versus el nivel basal con Synetrol-Xpur
y Bacopa monniera, y un aumento en los niveles de colesterol HDL con altas dosis
de Sahastara respecto a dosis bajas de este polifenol. Ahora, con relacion a la
evaluacion de la toxicidad renal, se muestra un aumento significativo de los niveles
de BUN a dosis altas de Crocus sativus y Sahastara, de la creatinina con el consumo
de Crocus sativus y Bacopa monniera 'y de las enzimas hepaticas (AST, ALT y
fosfatasa alcalina) con resveratrol y Bacopa monniera 56626365,

En general es fundamental resaltar que existen limitaciones importantes en los
estudios clinicos de polifenoles en humanos sanos, dado por el tipo de disefio, las
dosificaciones sin soporte preclinico para su uso, la variabilidad de la duracion y la
falta de estandarizacion de parametros laboratorios y unidades de medida, para la
evaluacion de la toxicidad entre los diferentes polifenoles estudiados.
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Tabla 1. Tipos de polifenoles y duracion de los 12 estudios clinicos incluidos en la revisién

~ Tamaiio Disefio Duracion Reporte
Autor (Aio) Muest del Brazo Experimental Control | Eventos
uestra . (dias)
Estudio Adversos
Kanokkangsadal (2018) 24 Al Sahastara 300 y 600 mg N 28 Y
Aizawa (2017) 30 B1 Teaflavina 50 o 100 mg o Catequina 400 mg Placebo 75 N
BID
Anton (2014) 32 Bl Resveratrol 300 y 1000 mg BID Placebo 90 Y
Dallas (2014) 95 B1 Synetrol-Xpur (naranja roja y dulce, pomelo, Placebo 90 N
guarana) 450 mg
Kanai (2012) 6 Al Curcumina nanoparticula 150 y 210 mg N 15 Y
Brown (2010) 44 Al Resveratrol 0,5, 1.2,50 5 gr N 28 Y
Almeida (2009) 40 B1 Transresveratrol 25, 50, 100 y 150 mg Placebo 7 Y
Frank (2009) 35 Bl T¢ verde 714 mg Placebo 21 N
Chow (2003) 40 Al Epigalocatequina galato (EGCG) 400 mg BID o Placebo 30 Y
800 dia
Polifenol E 800 mg dia 6 EGCG y polifenol E
400 mg BID
Modaghegh (2008) 30 Bl Crocus sativus (saffron) 200 y 400 mg Placebo 7 Y
Pravina (2007) 23 Al BacoMind: Bacopa monniera 300 y 450 mg N 30 Y
Mohamadpour (2013) 42 B1 Crocina 20 mg Placebo 30 Y

Note la diversidad de grupo de polifenoles. Los tipos de disefo de estudios A: Aleatorizado etiqueta abierta, B: Aleatorizado doble ciego placebo controlado, el
numero "1 " hace referencia a la fase de desarrollo del estudio. BID: dosificacion dos veces al dia. Uso de Control o reporte de eventos adversos, N: Noy Y: Si.

36



Tabla 2. Frecuencia de eventos adversos por cada uno de los sistema y gravedad de los polifenoles usados en humanos sanos.

Eventos adversos por sistemas (%)

Autor (Aio) Nivel de Gastrointestinal Cardiovascular Endocrino  Dermatolégico SNCy Gravedad
dosis Generales
mg
300 74,93 58,3 50 N
Kanokkangsadal (2018) 600 91.67 66.6 416
Aizawa (2017) 50 y 100 3 Grado 1
300 50 17 50
Anton (2014) 1000 30 60+ N
Kanai (2012) 16 Grado 1
Brown (2010) 2 4.5 9 Grado 1-2
Almeida (2009) 2,5 15 Grado 1-2
Chow (2003) 60 22,5 Grado 1
Modaghegh (2008) 16,6 N
Pravina (2007) 13,04 N
Mohamadpour (2013) 2,3 7,1 N

Note mayor frecuencia de eventos gastrointestinales, dermatologicos y sistema nervioso central (SNC). El calculo de la frecuencia numero de casos eventos
adversos por sistema/total de sujetos incluidos en el estudio x 100. Solo se incluyeron los estudios clinicos que reportaron eventos adversos, se retiraron Dallas
(2014) y Frank (2009). No se incluyo sistema hematoldgico porque no hubo reportes en este sistema. + sintomas generales para este grupo fue 17%. N: No se
reporto gravedad en el estudio.
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Normatividad para el desarrollo fitomedicamentos

Las entidades regulatorias de referencia como lo son US Food and Drug
Administration (FDA) y la European Medicine Agency (EMA) se han pronunciado
acerca del uso de productos herbales estableciendo requerimientos para su
desarrollo clinico e uso. Localmente el Instituto Nacional de Vigilancia de
Medicamento y Alimentos (INVIMA) en Colombia también ha mencionado ciertos
aspectos claves a través del Decreto 1156/2018 varios alineados a las entidades
regulatorias de referencia, pero aun con vacios en el detalle de proceso del
desarrollo clinico. Estas entidades han definido varios conceptos de importancia
como se registra en la Tabla 3.
Tabla 3. Definiciones entidades regulatorias relevantes en el desarrollo de medicina herbal.
Droga Botanica 6 Suplemento dietario
Fitoterapéutico
El producto tiene un intento de  Producto tomado por via oral
uso en el diagnostico, cura, que contiene un ingrediente
mitigacion, tratamiento o que intenta suplementar la

prevencion de enfermedades  dieta (FDA).
en humanos (FDA, INVIMA)

Es un producto
fitoterapéutico el cual es
elaborado a partir de material
de plantas medicinales, o
preparados de la misma, a la
cual se le ha comprobado
actividad terapéutica y
seguridad farmacologica y que
esta incluido en las normas
farmacoldgicas colombianas
vigentes. (INVIMA)

Definicion

Caracteristicas

Consiste en materiales
vegetales, que pueden
incluir algas, hongos
macroscopicos o
combinaciones de estos.
Los productos pueden
estar disponible como
(pero no limitado a) una
solucion (por ejemplo, té),
polvo, tableta, capsula,
elixir, topico o inyeccion.
Los productos a menudo
tienen caracteristicas
Unicas, por ejemplo,
mezclas complejas, falta
de un ingrediente activo
distinto y uso humano
previo sustancial.
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Los ingredientes dietarios
en estos productos
pueden incluir: vitaminas,
minerales, hierbas u otros
productos botanicos,
aminoacidos y sustancias
como enzimas, tejidos de
6rganos, glandulas y
metabolitos.

Pueden ser extractos o
concentrados, y se
pueden encontrar en
muchas formas, como
tabletas, capsulas,
capsulas blandas,
capsulas de gel, liquidos o
polvos.



Los productos de
fermentacion y las
sustancias botanicas
altamente purificadas o
quimicamente
modificadas no se
consideran medicamentos
botanicos.

Pueden tomar otras
formas, como una barra.
Si lo hacen, la informacién
en su etiqueta no debe
representar el producto
como un alimento
convencional o como un
unico elemento de una

comida o dieta.

Tomado de FDA, EMA e INVIMA.

Dichas entidades coinciden en la necesidad de cumplir con ciertos procesos para
aplicar a alguna de estas categorias como lo son descripcion la parte quimica,
manufactura y control del producto considerando control del material botanico puro,
descripcién cualitativa y cuantitativa, identificaciéon de la planta, certificado de
autenticidad, patente, caracterizacion de la planta, de igual manera en el proceso
postcosecha el control del material extrafio, proceso de preservacion, pruebas de
impurezas, limite microbiano, entre otros. Ademas, realizacion de pruebas de
control de calidad, datos de la via de administracion, la dosificacion, composicién
de la presentacion, datos de estabilidad, requiriendo un desarrollo toxicologico y
clinico, definiendo la toxicidad reproductiva, genotoxicidad, carcinogénesis en el
caso de uso cronico. Se debe soportar la aplicacién del producto con una evidencia
cientifica sobre el mecanismo de accién y estudios clinicos que prueben la eficacia
y seguridad, en este ultimo aspecto hay variacion entre las entidades porque no
definen si deben completarse todas o cuales fases del desarrollo clinico tal como un
medicamento 7375,

Antecedentes de Caesalpinia spinosa: Extracto P2Et

Aspectos Generales: Farmacoldgicos y estudios preclinicos
Botanica

Caesalpinia spinosa es una leguminosa arbustiva encontrada principalmente en la
parte norte de Sudamérica (Peru, Colombia, Venezuela, Ecuador, Bolivia y Chile).
Sus vainas se caracterizan por ser una gran fuente de taninos, las cuales son
usadas principalmente en la industria del curtido de cueros en Per( 6.

De acuerdo con Sprague (1931), el primer reporte descrito de Caesalpinia spinosa
se remonta a las observaciones realizadas por Feuilée en las costas de Sudamérica
y el oeste de la India durante los afios de 1707-1712, época en la que recibié el
nombre de Tara. Posteriormente, en 1782 Molina cambi6 el nombre de la planta a
Poinciana spinosa, el cual se mantuvo hasta 1824. luego las observaciones de
Kunth y Humboldt, describieron un material similar identificado en Cartago
(Colombia), llamado “Divi-Divi”, que la renombraron como Caesalpinia tinctoria.
Finalmente, bajo las normas de nomenclatura actuales que se encuentra
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consignada en las monografias de Dostert et al. (2009), la planta recibe el nombre
de Caesalpinia spinosa (Mol.) Kuntze 7.

Género

El género Caesalpinia L. sensu lato, pertenece a la familia Caesalpiniaceae
(=Fabaceae, subfam. Caesalpinioideae), de distribucion pantropical en bosques,
sabanas y semidesiertos, e incluye alrededor de 150 especies, de las cuales 40
estan presentes en Sudamérica. Hoy en dia se aceptan dos subgéneros: subg.
Caesalpinia L. con especies en América, Africa y Asia, caracterizado por un fruto no
alado, y subg. Mezoneuron (Desf.) Vidal ex Herendeen & Zarucchi, con especies
exclusivamente distribuidas en el Viejo Mundo y con frutos alados. Las especies del
género Caesalpinia son arboles, arbustos o hierbas perennes, algunos de ellos
trepadoras, con hojas pari- o imparipinnadas, uni- o bipinnaticompuestas; pueden
ser espinosas o inermes. La flor posee sépalos imbricados caedizos. El ovario se
compone de un carpelo y se desarrolla después de la polinizacion, produciendo una
legumbre papirosa a lefiosa, la que puede ser lisa, espinosa, glandulosa o estar
cubierta de pelos ramificados.

Morfologia

Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze es un arbusto o arbol siempre verde, con
espinas en tallo y ramas, de 3-5(-8) m de altura, y es conocido con una gran
diversidad de nombres vernaculares: tara, algarroba, huarango, guaranga, tanino,
taya y caranca. El tronco redondo, espinoso y a veces torcido de C. spinosa posee
una corteza gris y se ramifica ampliamente en ejes foliosos y espinosos. En varios
casos los ejes se ramifican desde cerca de la base del tronco, produciendo la
impresion de que son varios troncos. Las hojas son verde oscuras, lisas o laxamente
espinosas y de hasta 10 cm de largo; son bipinnaticompuestas paripinnadas, con 2-
3(-5) pares de foliolos, los que poseen 5-8 pares de foliolulos opuestos, elipticos a
aovados, de 1,4-4(-4,5) cm de largo y 1-2,5 cm de ancho. Los foliolulos tienen
nerviacion reticulada, con el envés pubescente o no, y el apice obtuso hasta
emarginado. Las flores se disponen en racimos terminales multifloros, finamente
pubescentes y algo espinosos, de 15(-20) cm de largo. Las flores, de 9-10(-15) mm
de largo, tienen un pedunculo de 5 mm de largo, finamente pubescente. El caliz es
pentamero, asimétrico, con sépalos fusionados en la base, de hasta 6 mm de largo,
con el sépalo ventral mas grande, en forma de canoa y con dientes conspicuos en
el apice. Los pétalos son rojo-amarillentos, que con 8-9 mm de largo, son menos
del doble del largo del caliz y casi tan largos como los 10 estambres que son
amarillos. Sélo raramente los estambres sobrepasan la corola. El fruto es rojizo-café
claro, plano, y con frecuencia finamente pubescente; es una legumbre coriacea
indehiscente, de 6-10 cm de largo y (1-)1,5-2,5 cm de ancho; en la madurez posee
(4-)5-8 semillas redondas y negras.
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Ecologia

Habitat. C. spinosa crece naturalmente en territorios semiaridos, con una
precipitacion media anual de 230-500 mm y temperaturas medias anuales entre
14,7°C y 27,5°C. Es muy utilizada como cerco vivo o como arbol de sombra (para
animales domésticos) en cultivos de secano, e incluso como arbol ornamental. La
edad media que alcanza la tara es de aproximadamente 60 afios, pero puede llegar
hasta 100 afnos.

Crecimiento. C. spinosa muestra un crecimiento juvenil muy lento, limitando su uso
en programas de reforestacion. El crecimiento anual en los primeros afios es de
s6lo 5-15 cm/afio; sin embargo, después del establecimiento, muestra una alta
resistencia a la sequia fisiologica, de la que hace uso en situaciones marginales
para el crecimiento arboreo, asi como en altitudes sobre 3.000 m.s.n.m.

Distribucion mundial. C. spinosa se encuentra predominantemente en regiones
estacionalmente secas de Bolivia, Peru y norte de Chile, tanto en la vertiente
occidental de los Andes como en los valles interandinos. Ademas, la especie se
encuentra en Venezuela, Colombia, Ecuador, en las Antillas y en Cuba, donde es
ampliamente cultivada. C. spinosa ha sido introducida y es cultivada en el norte y
este de Africa, Estados Unidos, Brasil y Argentina.

Composicion quimica y actividad biolégica de Caesalpinia spinosa

Caesalpinia spinosa ha sido estudiada por su actividad anti-fungica frente a
Fusarium solani y Phoma tarda; ®8 y antioxidante en la industria alimenticia ©°.
Aunque uno de sus mayores usos comerciales se enfoca en el curtido de cueros
debido al alto contenido de taninos hidrolizables, es considerada la segunda planta
con mayor contenido de este tipo de compuestos 70,

Las vainas y frutos de la planta estan compuestos principalmente por galotaninos y
elagitaninos, en muchos casos glicosilados 7'. Su actividad bioldgica se ha atribuido
a la presencia de taninos hidrolizables (derivados del acido galico) en los frutos, los
cuales se caracterizan por tener anillos fendlicos y estar ampliamente distribuidos
en plantas vasculares. De aqui que Clifford et al. (2007) usara cromatografia liquida
con deteccion de masas (LC/MS) para determinar la presencia de al menos 45
compuestos fenolicos derivados del acido caféico y del acido galico.

En el grupo de inmunobiologia y biologia celular de la Pontificia Universidad
Javeriana, se obtuvo un extracto derivado de Caesalpinia spinosa denominado
P2Et, el cual presenta una importante actividad antioxidante, antitumoral e
inmunomoduladora como se describira mas adelante. La informacion que se
describira posteriormente es derivada del dossier farmacéutico y el manual de
investigador sometido a la entidad regulatoria (INVIMA):
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Obtencion y estandarizacion del extracto P2Et: Identificacion de los compuestos
marcadores del extracto P2Et

Obtencion del extracto P2Et a escala semi-industrial

Para la obtencion del P2Et se recolectaron vainas y frutos de Caesalpinia spinosa
en estado silvestre, en el municipio de Villa de Leyva- Provincia de Ricaurte
(Departamento de Boyaca, Colombia) en el poligono delimitado por las siguientes
coordenadas geograficas: entre los 5°37°95"" Norte y los 5°39°17"" Norte; y entre
los 73°32°19"" Oeste y los 73°34'63"", en el mes de marzo de 2013. El material
vegetal fue identificado por Luis Carlos Jiménez del herbario nacional de Colombia
con el Boucher para el espécimen numero COL 523714, y colectado bajo el permiso
del ministerio del medio ambiente de Colombia numero 0454 relacionado al uso de
recursos genéticos y productos derivados.

La obtencién del extracto P2Et fue inicialmente reportada por Pombo (2008). En
esta fase, para la obtencion de P2Et a escala de laboratorio se usaron 3 Kg de
material vegetal fresco, el cual se seco en un horno solar a 350C hasta alcanzar
una humedad cercana al 5%. Posteriormente, fue molido hasta obtener un polvo
fino (1,8Kg), al cual se adiciono etanol absoluto (proporcién 1:5 p/v) en un cilindro
de acero a temperatura ambiente, agitando dos veces al dia durante 10 dias. El
sobrenadante se recupero y se seco bajo presion reducida hasta obtener un extracto
solido (80g). El extracto asi obtenido, fue atrapado en oxido de silice y se realizd un
fraccionamiento de polaridad creciente con solventes organicos hasta agotamiento
asi: 1) éter de petrdleo (1.5 L), 2) cloroformo (2 L), 3) acetato de etilo (2 L) y
finalmente, con este ultimo solvente se obtuvo un precipitado abundante
denominado P2Et, el cual se secd a presion reducida, el rendimiento total de este
proceso fue de 0.07%.

El proceso de obtencion del extracto P2Et a escala semi-industrial se realiz6 en la
planta de laboratorios Labfarve bajo condiciones de buenas practicas de
manufactura (BPM) y el escalado tedrico se realizé con base en los resultados del
proceso a escala del laboratorio. Se realiz6 el proceso de escalado con 50Kg de
material vegetal seco y molido (ASTM E11US 25 o equivalente ISO 3310 710),
utilizando un tanque de acero inoxidable (calidad 316 L) de capacidad de 200 L al
cual se le adicionaron 175 L de etanol absoluto para luego dejarlo en maceracion
durante 72 h. Una vez finalizado el proceso se filtr6 el sobrenadante usando mallas
de tela con diferentes tamafios de poro (Muselina, Drill), para obtener el extracto
etandlico crudo, el cual, se concentrd a presiéon reducida usando un rotaevaporador
industrial (Shensheng Biotech Co., Shanghai, China) con capacidad de 20 L a 300C
y -1,8 bar de presion con una rotacidon del balén que oscilo entre 70-100 RPM, el
cual fue acoplado a una bomba de vacio (shiding water circulating vacuum pump,
Shanghai, china).

El extracto crudo se atrapé en oxido de silice. Posteriormente, se secé en horno de

conveccidon a 30 oC por un periodo de tiempo de 30 horas y se molié en un molino
de aspas con una criba (ASTM E11US 25 o equivalente ISO 3310 710). Luego, el
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material molido se cargd en una columna de acero (calidad 360 L) de fabricacién
exclusiva, cuya dimension es: diametro interno de 25 cm y 1 m de largo. Se realizé
el desengrase con cloroformo y la extraccion con acetato de etilo, ambos hasta
agotamiento (perdida de la coloracion). Finalmente, el extracto de acetato de etilo
obtenido se secd en condiciones de presion reducida en un rotaevaporador
industrial (Shensheng Biotech Co., Shanghai, China) con capacidad de 20L a 300C
y -1,8bar de presiéon con una rotacion del balon que oscilo entre 70-100 RPM y
modificando las condiciones segun lo requerido hasta lograr un material
completamente seco (P2Et). La Figura 7 describe de forma resumida los pasos
criticos para el proceso de obtencion del P2Et.

El rendimiento del proceso se calculé como la razén entre el peso del extracto P2Et
obtenido y el peso del material vegetal seco multiplicado por cien, de acuerdo con
la siguiente ecuacion:

o Peso fraccion seca
Rendimiento = - x 100
Peso material vegetal seco

Material Vegetal » Percolado » Adsorcion Limpieza » Extraccién » Secado

&

3 ; 3 w io 0 -
b Retencién  de  EtOH= Rota-evaporacion, 30°C,
2ml/, 0.8bar
¢ I Columna Acero inoxidable 316L: Diametro: 25cm, Altura:

f* Eficiencia 3.5L/h im

* Rota-evaporacion, 30°C, -
0.8bar

. [ Volumen extraccién= 3:1
[ Material vegetal

f* Recuperacion 73.4% EtOH | [ Cloroformo: 0.8L/Kg: Optimizacion de un 25.4% respecto

I Filtracio icul
iitracion de _particulas a la escala de laboratorio

grandes en muselina y
drill

P Localidad: villa de leyva
b Adsorcion Si02/P2Et 10:1 Eficiencia 1.4L/h
f Humedad 5% 0 o4

X ” [+ Secado 30°C en horno de | [+ AcOEt: 0.38L/Kg: Optimizacién de un 34.1% respecto a la [ 8h 30°C, 8h 50°C
[ Tiempo extraccion=78h

I Molienda 75 i6 |a de laboratori .
olienda 75um conveccion escala de [aboratorio * Recuperacion 85% AcOEt

[ Molido (ASTM E11US es
250710, 1SO 3310)

Figura 7. Diagrama del proceso de obtencion del P2Et a escala semi-industrial. Condiciones para la
obtencién del P2Et a escala semi-industrial en donde se resumen los pasos mas criticos.

Purificacion e identificacion de compuestos marcadores del extracto P2Et

Utilizando fraccionamiento en columna abierta de Silica gel y de C18, se obtuvieron
diferentes fracciones con las cuales, usando procesos de recristalizacion, se
obtuvieron dos compuestos de aspecto cristalino blanco, los cuales fueron
caracterizados utilizando las técnicas de cromatografia en capa fina (TLC),
cromatografia liquida (HPLC), HPLC acoplado a espectometria de masas
(HPLC/MS), espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) 1H y 13C. El
primer compuesto mostro un valor de peso molecular de 169 m/z y el segundo de
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197 m/z. Se confirmd la estructura de los compuestos: el primer compuesto fue el
acido galico, para el cual solo se observo un desplazamiento quimico para los
protones de los carbonos 3 y 7 en el anillo aromatico a 7.05. Por otra parte, para el
etil galato observamos los protones del anillo aromatico de los carbonos 6y 9a 7.0,
para el C1 el grupo metilo a 1.3 y para el C2 a 4.3.

Analisis estructural de otros compuestos presentes en el extracto P2Et por
HPLC/MS

Para determinar la estructura de otros componentes del extracto P2Et se obtuvo un
perfil de HPLC/MS y se realizé un analisis de fragmentacion de los diferentes picos.
Se identificaron 13 compuestos, lo cuales fueron taninos hidrolizables derivados del
acido galico como se observa en la Tabla 4. Se realizd la obtencidn de los
parametros cromatograficos del P2Et, usando como base las condiciones de
HPLC/MS “.

Tabla 4 . Resumen del andlisis de fragmentacion de los compuestos obtenidos del P2Et.

Ion
fragmentos
Numero Nombre tr (min) molecular (m/2) Aductos (m/z)
m/z
(m/z)
1 Acido n-O-galoilquinico 1.406 343.0 191, 169, 125
2 Acido galico 2.183 169.0 125
342.9, 168.9,
3 Acido di-O-galoilquinico  4.261 495.1 130.9 571 [M-2H+Na'T
Ester etilico del 4cido n- 343, 320.7, 239,
4 5.223 371.0
galoilquinico 169.1, 130.7
, 345.1, 174.9,
5 Acido tri-O-galoilquinico  6.296 647.0 130.8 668.9[M-2H+Na"]
Acido tetra-O- 647,247.1,
6 7.073 799.0 668.9[M-2H+Na']
galoilquinico 174.8, 131.0
494.9,334.1,
7 Acido tri-O-galoilquinico 7.354 647.0 247,175.1, 669.1[M-2H+Na"]
131.1
8 Etil galato 8.101 197.0 124
523.1, 399, 323,
9 * tetra-GCQ desconocido  10.099 799.2 544.9[523-2H+Na*]
175.0,130.9
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Ester etilico del acido tri-

475.3,3374,

10 o 13.583 675.0 261.1,174.9, 697.2[M-2H+Na']
O-galoilquinico
130.9
, 474.9, 348.9,
* Ester etil galato del
11 ) ] o 13.901 674.8 261.0, 197.0,
acido di-O-galoilquinico
175.2,130.9
, 475.3,337.4,
Ester etilico del acido tri-
12 o 14.168 675.1 261.1, 697.2[M-2H+Na']
O-galoilquinico
174.9,130.9
*Ester etil galato del
13 16.306 827.2 349.0, 197.1 [349-2H+Na'T

acido tri-O-galoilquinico

Tomado del manual del investigador del P2Et aprobado por el INVIMA. Numero de compuesto en el
cromatograma, nombre comun del compuesto, tiempo de retencion, ion molecular, fragmentos y aductos
formados. negrilla indica el pico base.

* indica que el compuesto fue asignado tentativamente

Obtencion de una huella cromatografica para analisis del P2Et

Se realizo la obtencidn de los parametros cromatograficos del P2Et, usando como
base las condiciones de HPLC/MS. En este caso se obtuvieron picos con buena
resolucion en el rango de 0-25 minutos. La huella cromatografica obtenida para el
extracto P2Et se muestra en la Figura 8 y se identificaron ocho de los trece
compuestos determinados anteriormente en el analisis de HPLC/MS, los cuales
fueron numerados de acuerdo con la Tabla 4.

Figura 8. Huella cromatografica del extracto P2Et.
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La huella cromatografica del P2Et fue obtenida en un equipo Agilent 1200 detector con Agilent 1200 PDA
(A=254 nm) y columna Agilent Eclipse XD8 C18. Fase movil en gradiente de acetonitrilo/0.1% H3POa.

Estandarizacion de los métodos para cuantificacion de acido galico y etil galato en
el P2Et

Utilizando el método de estandar externo, se prepararon curvas de calibracién para
la cuantificacion de acido galico y etil galato. Para el caso del etil galato la curva de
calibracion mostro un coeficiente de correlacion de 0.9996 y para el acido galico
tuvo un coeficiente de correlacién de 0.9993.

Se determinaron los limites de deteccion y cuantificacion de ambas metodologias
analiticas, mostrando limites de deteccidn para el acido galico y etil galato de 0.0035
mg/ml y 0.020 mg/ml, respectivamente. Los limites de cuantificacion fueron de
0.0105 mg/ml y 0.0600 mg/ml, respectivamente. Adicionalmente, se calculd la
precision a bajas concentraciones para la determinacién cuantitativa de ambas
moléculas, encontrando un coeficiente de variacion (%CV) de 1.8% y 1.3%. Por otra
parte, la exactitud del método no fue posible determinarla, debido a que no se tenian
los estandares certificados al momento de realizar la estandarizacion. Los
porcentajes de recuperacion fueron de 104.95% y de 112.31%, respectivamente y
el rango de linealidad estuvo entre 5 mg/ml — 25 mg/ml para el caso del acido galico
y de 0.1 mg/ml — 1.0 mg/ml para el etil galato.

Con los métodos estandarizados se realizé la cuantificacion de acido galico y etil
galato en el P2Et, se determin6 que el contenido de acido galico en el P2Et fue de
4.88 + 0.06 % y de etil galato de 1.88 + 0.03 %. Adicionalmente, se calculd la
concentracion relativa de los otros compuestos asumiendo una absortividad molar
igual a la del acido galico, en este caso se calcularon concentraciones de 0.22 %
para el acido galoilquinico, de 4.32 % para el acido di-O-galoilquinico, de 1.01%
para el éster etilico del acido n-galoilquinico, de 2.97 % para el acido tri-O-
galoilquinico, de 4.33 de acido tetra-O-galoilquinico y de 5.58 % para el segundo
isémero del acido tri-O-galoilquinico.

Estudios preclinicos actividad bioldgica extracto P2Et

EL tratamiento con el extracto P2Et administrado 2 veces por semana durante 21
dias en ratones C57BL/6, incrementé el numero de LT CD8+ y la frecuencia de LT
CD4+ y CD8+ activados en el bazo comparado con el grupo control. Sin embargo,
los ratones tratados con P2Et mostraron tener mas LT CD4+ de memoria efectora
(TEM) en el bazo y nédulos linfoides (NL) y menos LT CD4+ virgenes (TN) y de
memoria central (TCM CD45RB-, CD62L+) en el bazo, comparado con el grupo
control. Sin embargo, no se encontraron diferencias en las subpoblaciones de LT
CD8+. Adicionalmente, se observd un incremento en la frecuencia de célula NK
totales y células NK CD69+ (activadas), en conjunto con mas LTreg
CTLA4+/Foxp3+, en el bazo de los ratones tratados con P2Et. Sin embargo, la
relacion CD8+/LTregs fue la misma en los ratones con o sin tratamiento, sugiriendo
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que el P2Et podria favorecer la movilizacion de LT CD8+ al bazo. Por otra parte, se
encontré que las células dendriticas (DCs) se incrementaron en el bazo de los
ratones tratados con P2Et, asi como las MDSC, las cuales estaban aumentadas
tanto en el bazo como en los NL. Adicionalmente, en los ratones tratados con P2Et
se observd un incremento en la concentracion de citocinas séricas como IL-10, IL-
17, IFN-g, IL-6, IL-4 e IL-2, en comparacion con el grupo control. Dichos resultados
se ilustran en la Figura 9 °.

Figura 9. El tratamiento con P2Et modula la respuesta inmune en ratones C57BL/6
sanos.
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Tomado de Lasso P, et al. Front. Oncol. 2018. 8:356. 1-13 . (A). Nimero absoluto de LT CD3", CD4", CD8"
en el bazo de ratones sanos tratados con P2Et o PBS (control). (B). Nmero absoluto de LT CD4" y CD8*
expresando el marcador CD44". (C). Porcentaje de diferentes poblaciones de LT CD4+ y CD8+ esplénicos
(Virgenes(n), Tcem, Tem, TtE), en ratones con o sin tratamiento. (D). Numero absoluto de células NK y NK
expresando CD69" en el bazo. (E). Numero absoluto de LTregs. (F). Relacion de Células CD8+/Treg
esplenicas. (G). Numero de DCs convencionales para cada grupo de tratamiento. (H). Numero absoluto de
MDSC en los NL y el bazo de los ratones sanos con y sin tratamiento. (I). Concentracion de citocinas en el
suero de ratones C57BL/6 sanos tratados con PBS y P2Et. En todos los casos, se grafico la media =SEM. El
valor p fue calculado usando el test de Mann-Whitney U. *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001.

Teniendo en cuenta estos resultados, se evalud si el efecto observado en los
ratones C57BL/6 era especifico de la cepa, o si por el contrario, esto mismo podria
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observarse en otra cepa de raton, por lo que se usaron ratones BALB/c sanos. El
P2Et indujo un incremento significativo en el numero de LT CD3+ y CD8+ y una
tendencia al incremento en el numero de LT CD4+ en el bazo de estos ratones. Sin
embargo, no se encontraron diferencias en los nédulos linfoides (LN). Asimismo, el
tratamiento con P2Et indujo un incremento en el numero de LT CD4+y CD8+ CD44+
en el bazoy en los NL, y en el numero de LT CD4+ y CD8+ efectores en el bazo. Al
igual a lo observado en los ratones C57BL/6, en esta cepa de ratones también hubo
un incremento en la frecuencia de LTregs en el bazo de los animales tratados con
P2Et, aunque la relacion CD8+/Treg no fue afectada. Las células dendriticas
convencionales también se aumentaron en el bazo y en los NL de los ratones
después del tratamiento con P2Et en comparacion con el grupo control. En cuanto
a las MDSC, se observd un incremento de estas células en el bazo pero una
disminucion significativa en NL. En cuanto a la concentracion de citocinas séricas,
se observaron altas concentraciones de IFN-g e IL-6 en los ratones BALB/c tratados
con P2Et, en comparacién con lo observado en ratones C57BL/6, en los cuales se
observo un perfil mas diverso de citocinas. Los hallazgos se pueden observan en la
Figura 10.

Figura 10. El extracto P2Et modula la respuesta inmune en ratones BALB/c sanos
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Tomado de Lasso P, et al. Front. Oncol. 2018. 8:356. 1-13 (A). Numero absoluto de LT CD3", CD4", CD8"
en el bazo de ratones sanos tratados con P2Et o PBS (control). (B). Nmero absoluto de LT CD4" y CD8*
expresando el marcador CD44". (C). Porcentaje de diferentes poblaciones de LT CD4+ y CD8+ esplénicos
(Virgenes(n), Tcm, Tem, TTE), en ratones con o sin tratamiento. (D). Nimero absoluto de LTregs esplenicas (E).
Relacion de Células CD8+/Treg esplénicas. (F). Numero de DCs convencionales para cada grupo de
tratamiento. (G). Numero absoluto de MDSC en los NL y el bazo de los ratones sanos con y sin tratamiento.
(H). Concentracién de citocinas en el suero de ratones C57BL/6 sanos tratados con PBS y P2Et.

En conjunto, estos resultados muestran que la administracion de P2Et modula la
respuesta inmune de ratones sanos (C57BL/6 y BALB/c), principalmente a nivel
sistémico, aunque cambios importantes fueron observados en los NL de ratones
BALB/c. Estas diferencias entre las dos cepas de animales pueden ser explicadas
por el fondo genético de cada animal y podrian ser determinantes cuando el extracto
P2Et sea usado como tratamiento.

Por otra parte, se evalud el posible efecto del extracto P2Et sobre la actividad
funcional de LT en ratones sanos. Para esto, células de bazo de ratones C57BL/6
o BALB/c sanos fueron tratadas in vitro con el extracto P2Et por 24h, y se evalud la
produccion de citocinas intracelulares en los LT después de estimulacion con
PMA/ionomicina. Se encontré6 que el extracto P2Et no afectd directamente la
capacidad funcional de LT de ratones C57BL/6 o BALB/c como se evidencia en la
Figura 11.

Figura 11. El tratamiento in vitro con P2Et no interfiere en la produccion de citocinas por
parte de LT CD4+ y CD8+.

S v s o oo
v © o o o

% of CD4 TNFa celulas
o o
P
%
% of CD8" IFNy" celulas
- N w
N S

% of CD4" IENy"' celulas
©c o o o o© o
5 X b w = @
% of CD4" IL-2" celulas
o o o o o o
5 2 ok ow s @

&%
- PN - PN R0 P Pil - PN - PN

E1OH P2EL EtOH P2EL EtOH P2EL EtOH P2EL EtOH P2EL

(3 ugimi) 5 vaimi) (3 ug/mi) (3 ug/mi) (3 ugimi)

(¢}
o

M o o o

SRR
el

- PN R

o o o =

°

oo
A
F celulas
)
s 533
—_
% of CD8 IFNy celulas
°
NN os o

!///////%—*
#)—
%
W+

/ of CD4" IFNy" celulas

D-_
2%

e
0%, %%

/ ofcD4" IL 2" celulas

¥W

EtOH P2EL P2EL EtoH P2t EtOH P2EL EtOH P2EL EoH P2EL
(3 pg/mi) (3 ug/mi) (3 ng/mi) (3 wg/m1) (3 ug/m1) (3 ng/mi)

m
3
x

Tomado de Lasso P, et al. Front. Oncol. 2018. 8:356. 1-13 . Linfocitos T CD4+ (A y C) y CD8+ (B y D) del
bazo de ratones C57BL/6 sanos (A y B) o BALB/c sanos (C y D), productores de IFN-g, TNF-a o IL-2 después
del tratamiento in vitro con P2Et o Etanol (control negativo) por 24h y con o sin estimulaciéon con PMA
/Tonomicina (P/I). En todos los casos, se grafico la media +£SEM. El valor p fue calculado usando el test de
Mann-Whitney U. *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001.
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Como se ilustra en la Figura 12 el tratamiento con el extracto P2Et tiene efecto
antioxidante sobre esplenocitos de ratones sanos C57BL/6 y BALB/c in vitro.

Figura 12. Tratamiento de P2Et sobre esplenocitos tiene efecto antioxidante In vitro en
ratones sanos.
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Tomado de Lasso P, et al. Front. Oncol. 2018. 8:356. 1-13. Supplementary Figure 2. La
actividad antioxidante del P2Et sobre esplenocitos tratados con 0, 1y 10 uM de H202 en BALB/c
(Ay B)y C57BL/6 (C y D). Actividad antioxidante evaluada en células tratadas con EtOH (control),
Trolox ( control antioxidante) y P2Et a las 12 (A y C) y24 horas (B y D) de cultivo.

Adicional a la actividad bioloégica encontrada en ratones sanos, hay multiples
estudios preclinicos que soportan la actividad del extracto P2Et en modelos
tumorales. Se ha observado que induce cambios morfolégicos y citotoxicidad en
diferentes lineas de células tumorales humanas (A375, melanoma; K562,
eritroleucemia) y murinas (Mel-rel, melanoma y 4T1, cancer de seno), pero no
induce cambios significativos sobre fibroblastos humanos obtenidos de mucosa
gingival 72. Al estudiar los mecanismos bioldgicos implicados en esta actividad, se
encontréo que el P2Et induce depolarizacion de la mitocondria, activacion de la
caspasa-3 y disminucion de la clonogenicidad en la linea K562 y que al ser utilizada
en co-tratamiento con dosis sub-letales de doxorubicina aumenta la sensibilidad a
esta Ultima cuatro veces .

La actividad del P2Et parece ser especifica dependiendo de la linea celular tumoral,
dado que la depolarizacion de la mitocondria se observa solamente en las lineas
K562 y 4T1, pero no en la linea de cancer de seno humana MCF-7 aunque en esta
ultima, se evidencia una clara actividad adyuvante cuando se utiliza en conjunto con
doxorubicina, vincristina, camptotecina o taxol, aumentando la sensibilidad a estos
medicamentos al menos cuatro veces. Esta actividad adyuvante se refleja por una
disminucién en el numero de células tumorales y en la viabilidad de las mismas, sin
activar las vias clasicas de apoptosis o0 necrosis pero posiblemente través la
induccion de un arresto en la fase G1 del ciclo celular .
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Ademas, el P2Et tiene una actividad in vivo en el modelo murino de cancer de mama
4T1 evidenciando que el tratamiento con el extracto, una vez que el tumor se ha
instalado, disminuye el crecimiento tumoral y el numero de focos metastasicos en
bazo, higado y pulmon, con una disminucién de la reaccion leucemoide, observada
en los tumores solidos durante su evolucion. EI P2Et también puede modular la
produccion de citocinas por las células tumorales, la generacion de células de
memoria especificas del tumor que podrian participar en la actividad contra las
células metastasicas e inducir la muerte inmunogénica de las células tumorales 3.
La muerte celular inmunogénica (MCI) en el marco de cancer esta definida por la
exposicion crénica de DAMPs en el microambiente tumoral, el cual estimula de
forma disfuncional el sistema inmune antitumoral; cuando las células tumorales son
expuestas a estos tratamientos inductores de MCI, se inducen a estas células a la
apoptosis, lo cual lidera un proceso inflamatorio, conllevando a que las células que
se encuentran proceso de muerte expresen los DAMPs, que incluye la traslocacion
de calreticulina del reticulo endoplasmatico a la superficie celular, produciendo un
efecto inmunoestimulatorio, de reclutamiento y activacion de neutrdfilos,
macrofagos y otras células inmunes®’

Estudios preclinicos de toxicidad extracto P2Et *

Los siguientes estudios descritos se realizaron en laboratorios que se encuentran
certificados en Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) llamados MedLab/ALS
TECAM, tal como requiere las entidades regulatorias para internacionales
mencionadas previamente para el desarrollo de este tipo de productos, basado en
la siguiente normatividad:

e ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Guia para a Condugé&o de
Estudos N&o Clinicos de Toxicologia e Seguranga Farmacoldgica
Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos. Brasilia, 31 de janeiro
de 2013, Versdo 2. - ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Consulta Publica no 94, 06 de novembro de 2003.

e EMEA European Medicines Agency — Evaluation of Medicines for Human Use
— Note for Guidance on Repeated Dose Toxicity (CPMP/SWP/1042/99 corr.).
London, 27 July 2000.

e EMEA European Medicines Agency — ICH Topic S 4 — Note for Guidance on
Duration of Chronic Toxicity Testing in Animals (Rodent and Non Rodent
Toxicity Testing (CPMP/ICH/300/95). May, 1999.

e |CH Harmonized Tripartite Guideline — Guidance on Nonclinical Safety
Studies for the Conduct of Human Clinical Trials and Marketing Authorization
for Pharmaceuticals M3 (R2). June, 2009

Estudios de citotoxicidad en células de mamifero (Articulo sometido a publicacion)

Se realizaron estudios de toxicidad en células de mamifero segun la norma de
referencia ISO-10993 Biological Evaluation of Medical Devices — Part 5: Tests for In
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vitro Cytotoxicity. La citotoxicidad de una sustancia es determinada por el porcentaje
de células que permanecen vivas después de la exposicion de por lo menos una
concentracion de la sustancia evaluada. Una sustancia se considera citotéxica si la
viabilidad celular resultante después de 24 horas de exposicidén de las células a la
sustancia en su maxima concentracion fue menor del 70%, es decir, al menos el
30% de las células mueren.

En esta prueba se utilizé una concentracion de P2Et (para este estudio se llamé:
504EN) de 0,2 g/mL con un rango de concentracion desde 100 a 6,25%
peso/volumen. Como control negativo se utiliz6 PEAD y como control positivo Latex
Natural. El rango de concentracion utilizado para todas las sustancias a diluciones
1:2 fue 100, 50, 25, 12.5y 6,25%.

Para conducir esta prueba se utilizaron las células CHO-K1 (ATCC-CCL-61), la cual
es una linea celular derivada de ovario de hamster chino. Estas células se
expusieron a las diferentes sustancias por 24 h y posteriormente se evalud la
absorbancia a 490 nm para determinar la densidad 6ptica. En la Tabla 4 se reportan
los resultados de esta prueba.

De acuerdo con los resultados reportados en la Tabla 5 y a la ISO-10993, el P2Et
fue clasificado como citotoxico, pues la exposicion de las células al extracto a la
mayor concentracion arrojé una viabilidad inferior al 70%.

Tabla 5. Viabilidad celular sobre células CHO-K1.

Concentracion del 6.25 12.5 25.0 50.0 100
extracto (%)
PDO1-PEAD
Viabilidad celular 90.9 99.2 106.7 109.8 110.9
(%)
Desviacion 1.6 2.0 3.9 4.0 1.5
LTO02- Latex Natural
Viabilidad celular 101.2 107.6 120.6 8.3 1.3
(%)
Desviacion 1.6 5.5 6.4 1.5 0.2
504EN- Sustancia a estudiar
Viabilidad celular 14.8 41.9 27.1 10.0 4.3
(%)
Desviacion 11.9 3.6 6.8 11.5 5.8

Se reporta la desviacion encontrada para la sustancia evaluada y las sustancias de referencia.

Toxicidad Oral Aguda

Los métodos utilizados para este estudio fueron reportados por la Organizacién para
la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD) numero 423, 2001. Este método
consistio en la administracion del P2Et a la dosis mas alta relacionada (2000 mg/Kg)
por via oral y con ayuda de la canula gastrica, para evaluar si los animales
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presentaban o no signos de toxicidad, muerte o alteraciones en su patologia durante
los 14 dias. A un grupo de tres animales se les administré esta dosis nuevamente,
en caso de que no presentaran toxicidad, muerte o alteraciones en su patologia, la
sustancia era clasificada en GHS (Globally harmonized classification system) como
categoria 5, es decir la DL50 es mayor a 2000mg/Kg. Para estos ensayos el modelo
animal utilizado fue el Rattus norvegicus, cuya edad se encontraba entre 8 a 12
semanas.

Los resultados obtenidos clasificaron al extracto P2Et en categoria 5 de la GHS
(DL50 es mayor a 2000mg/Kg), dado que no se observaron muertes de los animales
en los grupos utilizados (2 grupos, cada uno con tres animales). Adicionalmente, la
patologia no reporto alteraciones en los diferentes 6rganos. Dado estos hallazgos,
se define el NOAEL (Nivel sin efecto adverso observable) de 2000mg/Kg/dia para
el Rattus norvegicus.

Toxicidad a dosis repetidas por 28 dias en conejos y ratas

En este ensayo se evaluo los efectos toxicos del extracto P2Et luego de la
administracion repetida por via oral en conejos y ratas durante 28 dias. Para esta
prueba se usaron las especies Oryctolagus cuniculus en conejos y Rattus
norvegicus para las ratas. Para el grupo de conejos se emplearon 6 animales por
grupo (control y experimental) y para el grupo de ratas se emplearon 10 animales
por grupo (control y experimental). En ambos casos, la proporcién de hembras y
machos fue igual (1:1).

El extracto P2Et fue preparado a una concentracion de 500 mg/mL en agua filtrada
y aplicada a dosis de 1000 mg/Kg de peso una vez al dia por 5 dias a la semana,
durante un periodo de tiempo de 28 dias, utilizando una sonda gastrica. El grupo
control solo recibi6 el vehiculo en donde se disolvio la muestra, es decir, agua
filtrada en las mismas condiciones. Los animales fueron pesados en el dia 0, 7, 14,
21y 28. Los volumenes de administracion del P2Et fueron ajustados semanalmente
de acuerdo con el peso de los animales. Los animales fueron observados
diariamente para evaluar la presencia de signos clinicos de toxicidad. Al final de los
28 dias, los animales fueron anestesiados para analisis de hemograma y bioquimica
sanguinea. Luego de esto, a los animales se les practico eutanasia y se procedio a
recolectar los 6rganos (cerebro, pulmones, corazon, rifones, bazo, higado,
estomago, duodeno, coldén, pancreas y testiculo/ovarios) para su evaluaciéon
histopatoldgica.

En el ensayo de toxicidad realizado en conejos, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el peso inicial y al final tanto a nivel corporeo
como en los 6rganos (higado, rifdn y bazo), en ninguno de los dos grupos (control
y experimental). Se observaron diferencias en el consumo de agua, alimento en el
grupo experimental y el grupo control (menor consumo de agua en hembras y mayor
consumo de alimento en machos), estas diferencias pueden ser explicadas a la
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adaptacion de los animales a la muestra; considerando la ausencia de signos
clinicos y ninguna alteracion indicativa de toxicidad.

Durante la necropsia de los animales, en la evaluacion macroscépica no se
observaron signos clinicos de toxicidad. En la evaluaciéon de parametros de
laboratorio, se reportd una elevacidon en la ALT, fosfatasa alcalina, AST vy
triglicéridos en el grupo experimental. Sin embargo, se considera que la variabilidad
de los resultados es grande y que el higado de los animales experimentales no tiene
diferencias estadisticamente significativas en peso, frente a los animales control.
Adicionalmente, se reporté sangre oculta en orina en un conejo (29F), sin embargo,
la alteracion no fue acompafnada de signos clinicos y alteraciones histopatologicas
en el rindn, lo cual descarta un efecto toxico del extracto P2Et.

Asimismo, en el estudio de toxicidad realizado en ratas, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el peso inicial y al final tanto a nivel
corporeo como en el bazo en ambos grupos. Se reportod una disminucion en el peso
del higado y rinones en las hembras del grupo experimental respecto al grupo
control. Sin embargo, en la evaluacion macroscopica no se encontraron signos
clinicos de toxicidad, por lo tanto, esta diferencia no se encuentra relacionada con
el P2Et. A diferencia de los conejos, en las ratas no se encontraron diferencias en
el consumo de agua y alimento. Segun las pruebas de laboratorio (hemograma,
funcion renal, hepatica) no se encontraron diferencias entre el grupo experimental y
el grupo control.

En conclusion, podemos decir que los animales que recibieron el extracto P2Et no
presentaron alteraciones clinicas durante el periodo experimental, ni alteraciones
macroscopicas significativas en la necropsia, con parametros clinicos evaluados
(hemograma, funcién renal, funcidon hepatica) sin variaciones importantes entre el
grupo experimental y control. Estos resultados indican ausencia de toxicidad para
el P2Et en las condiciones evaluadas.

Prueba de mutagenicidad: ensayo de mutacion inversa bacteriana (test de Ames)

Para evaluar el efecto del extracto P2Et sobre la actividad mutagénica, se utilizo la
prueba de Ames, la cual busca detectar mutaciones por dislocamiento del marco de
lectura o por sustitucién de las pares de bases en el ADN. Este estudio se realiz6
de acuerdo con la norma -"OECD Guideline for Testing of Chemicals" (Bacterial
Reverse Mutation Test. 471,1997) — en las instalaciones del Laboratorio TECAM
Tecnologia Ambiental LTDA (Sao Paulo, Brasil).

Para estos ensayos se utilizaron 5 cepas de Salmonella Typhimurium auxotropica

para el aminoacido histidina con las siguientes caracteristicas descritas en la Tabla
6:
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Tabla 6. Caracteristicas de las cepas de Salmonella Typhimurium.

Cepa Genotipo Tipo de mutacion SR
TA98 his- , bio- , rfa, uvrB, Mutaciones en ¢l marco 15-75
pK101, ApR de lectura
TA100 his- , bio- , rfa, uvrB, Sustituciones de pares de 60-220
pK101, ApR bases
TA102 his- , bio- , rfa, uvrB, Sustituciones de pares de 240-320
pK101, ApR, pAQI, TtR bases
T1535 his- , bio-, rfa, uvrB Sustituciones de pares de 5-50
bases
TA1537 his- , bio-, rfa, uvrB Mutaciones en ¢l marco 3-25
de lectura

SR=Rango reversible espontaneo.

Para el calculo de la concentracion maxima a utilizar en la prueba, se realizé una
prueba de citotoxicidad preliminar con la cepa TA100 utilizando las siguientes
concentraciones del P2Et (15, 50, 150, 500, 1500 y 5000ug/mL) disuelto en agua
desionizada. En placas con 2mL de agar Top (0,6% bacto agar, 0,5% NacCl, y 0,5mM
de solucion histidina/biotina) se agregaron 0,1mL del P2Et a cada concentracion,
0,1mL de cultivo bacteriano de la cepa TA100 y 0,5mL de buffer. Luego de esto se
mezclé y se incubo por 72h a 37°C. No se observd inhibicion del crecimiento
bacteriano en las concentraciones establecidas, por tal motivo, se selecciono este
como el rango de concentracion establecido para las pruebas con una
concentracion maxima de 5000ug/mL.

Con la determinacién del rango de concentracion del P2Et (0, 15, 50, 150, 500, 1500
y 5000ug/mL), se realiz6 la evaluacion en las 5 cepas de Salmonella Typhimurium
con y sin activacion metabdlica. No se observo incremento en el numero de colonias
para ninguna cepa en las concentraciones analizadas, en presencia y ausencia de
activacion metabodlica. Tampoco se evidenciaron mayores tasas de mutacién con el
aumento progresivo de las concentraciones en el rango por debajo del limite
especificado. Las tasas de mutaciones fueron inferiores a 2 para las cepas TA98,
TA100y TA102 y menores a 3 para las cepas TA1535 y TA1537, en ambos casos,
en ausencia y presencia de activacion metabdlica. En el analisis de varianza
ANOVA, se mostro diferencias estadisticamente significativas solamente entre las
cepas TA100 (£S9) y TA109 (-S9) en la prueba de mutagenicidad, sin embargo,
estas diferencias ocurrieron porque todas las cepas mostraron oscilaciones en
numero de reversos en las diferentes concentraciones probadas, a excepcién de la
cepa TA100 (+£S9) que mostrd signos de citotoxicidad al P2Et en la maxima
concentracion, lo cual disminuyo el numero de revertientes y no es indicativo de
actividad mutagénica por el extracto P2Et.
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Por lo tanto, el extracto P2Et bajo las condiciones del estudio no indujo mutaciones
genéticas por sustitucion de las pares de bases o mutaciones en el marco de lectura
en los genotipos de las cepas de Salmonella Typhimurium (TA98, TA100, TA102,
T1535, TA1537) en las concentraciones utilizadas en ausencia o presencia de
activacion metabdlica, por lo cual, el extracto P2Et es considerado no mutagénico.

Prueba de genotoxicidad: ensayo de microntcleos de eritrocitos de mamiferos
(Mus musculus)

La prueba de micronucleos busca detectar la formacion de micronucleos en los
eritrocitos policromaticos (PCE) de la médula 6sea de ratones tratados con la
sustancia de interes. Este estudio se realiz6 bajo la normativa - OECD Guideline for
the Testing of Chemicals 474 (2016) — en las instalaciones del Laboratorio TECAM
(Sao Paulo, Brasil) certificado en BPL.

En primer lugar, se determind en los ratones la MDT del extracto P2Et. Para llevar
a cabo esto, se disolvio el extracto en agua desmineralizada hasta un volumen de
5mL/kg a dosis de 320 y 2000 mg/kg del P2Et para la administracion por via oral. A
la dosis de 320mg/kg los animales no mostraron ningun signo clinico de toxicidad ni
murieron. Posteriormente, se realizé el mismo experimento a dosis de 2000mg/kg,
donde de igual forma no se identificé ningun signo de toxicidad ni muerte. Con estos
resultados, se pudo concluir que el extracto tiene una MDT mayor a 2000mg/kg,
estableciendo esta dosis como la MDT, y se seleccionaron la dosis de 1000mg/kg
(MDT/2) y 500mg/kg (MDT/4) como las dosis intermedias.

Los 5 animales que fueron tratados a las concentraciones del extracto previamente
descritas, con una frecuencia de dos veces al dia, es decir, al tiempo 0 y a las 24
horas. Como control positivo se utilizé ciclofosfamida a dosis de 50mg/Kg y como
control negativo agua desmineralizada. Luego de la eutanasia de los animales, se
tomaron muestras de la médula ésea del fémur a las 18 y 24 horas para la
evaluacion microscopica de PCE vy eritrocitos normocromaticos.

Se analizaron un total de 20.000 PCE por grupo, el numero de micronucleos
contados en cada grupo fue el siguiente: 17 (control negativo), 15 (500 mg/kg), 15
(1000 mg/kg), 19 (2000 mg/kg) y 271 (control positivo). Las diferencias entre el
numero de micronucleos formados en los PCE del extracto a la maxima dosis versus
el control negativo no fueron estadisticamente significativas (x>=0.11; p=0.739). La
sensibilidad del ensayo fue confirmada comparando el control positivo versus el
control negativo (x*=224.01, p<0.001).

De acuerdo con los resultados obtenidos y bajo las condiciones del ensayo segun
la normativa - OECD Guideline for the Testing of Chemicals 474 (2016) —el extracto
P2Et a dosis de 2000mg/kg, 1000mg/kg y 500mg/kg no indujo efectos genotdxicos
para las células de la médula 6sea de ratones (Mus musculus).

56



Prueba de toxicidad a dosis repetidas por 180 dias

En esta prueba se evalué los posibles efectos toxicos del P2ET después de
administracion oral a dosis repetidas en ratas y conejos durante un periodo de 180
dias. El estudio se baso en las siguientes guias:

e ANVISA Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Guia para realizar
estudios de toxicologia no clinica y seguridad farmacolégica necesarios para
el desarrollo de farmacos. Brasilia, 31 de enero de 2013, version 2.

e ANVISA Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Consulta publica no 94, 6
de noviembre de 2003.

e Agencia Europea de Medicamentos de EMEA - Evaluacion de medicamentos
para uso humano - Nota para orientacion sobre toxicidad de dosis repetidas
(CPMP / SWP / 1042/99 corr.). Londres, 27 de julio de 2000.

e Agencia Europea de Medicamentos de EMEA - ICH Tema S 4 - Nota de
orientacion sobre la duracién de las pruebas de toxicidad crénica en animales
(CPMP / ICH / 300/95) Mayo de 1999.

e Directriz tripartita armonizada ICH - Orientacion sobre estudios de seguridad
no clinicos para la realizacion de ensayos clinicos humanos y autorizacion
de comercializacion de productos farmacéuticos M3 (R2). Junio de 2009.

Para este ensayo se utilizaron las especies Oryctolagus cuniculus para conejos y
Rattus norvegicus para las ratas. Para el grupo de los conejos se emplearon 10
animales por grupo (control y experimental) y para el grupo de las ratas se
emplearon 10 animales por grupo (control y experimental). En ambos casos la
proporcién de hembras y machos fue la misma (1:1). El extracto P2Et fue preparado
a una concentracién de 500 mg/mL en agua filtrada y aplicada a dosis de 1000
mg/Kg de peso una vez al dia por 5 dias a la semana, durante un periodo de tiempo
de 180 dias, utilizando una sonda gastrica. El grupo control solo recibié el vehiculo
en donde se disolvio la muestra, es decir, agua filtrada en las mismas condiciones.
La ingesta de agua y alimentos se evalué mediante muestreo, en mediciones cada
24 horas con frecuencia semanal durante el periodo experimental. Los animales
fueron observados 5 dias a la semana en busca de signos clinicos de toxicidad y
muerte. Al final del periodo experimental, los animales se anestesiaron con xilazina
y ketamina, y se recolecto sangre para analisis como el hemograma, los tiempos de
coagulacion y la bioquimica. La eutanasia se realizé por desangrado para ratas e
inyeccion intravenosa de xilazina y ketamina para conejos, y después de la
eutanasia se recolectaron los siguientes 6rganos para analisis histopatoldgico:
cerebro, pulmon, corazén, rifidn, suprarrenal, bazo, higado, estdmago, duodeno,
ciego, coldn, pancreas, ganglio linfatico mesentérico y testiculo/ovario. Se registrd
el peso absoluto del higado, rindn izquierdo, suprarrenal izquierdo y el bazo
realizando un calculo del peso relativo.

No se observaron signos clinicos de toxicidad durante el periodo experimental en

las ratas. Algunos animales del grupo de prueba murieron debido a la utilizacion de
una via de administracion falsa. En general, los animales del grupo de prueba

57



mostraron una mayor resistencia a la aplicacién de sonda, posiblemente debido a
un mayor estrés causado por el olor de la sustancia de prueba, lo que explicaria la
aparicion de rutas falsas solo en los animales del grupo de prueba. No hubo
diferencias estadisticas en el peso inicial y al final ni aumento de peso corporal entre
machos y hembras de los grupos de prueba y control. Tampoco hubo diferencias
estadisticas en el peso absoluto y relativo del higado, bazo y rifién entre los grupos
de prueba y control, tanto para hombres como para mujeres. El peso absoluto de la
glandula suprarrenal de las hembras fue estadisticamente mayor en el grupo de
prueba comparado con el grupo control, sin embargo, no hubo diferencias
significativas en el peso relativo.

Aunque no hubo una diferencia significativa en el peso corporal final de las hembras,
el peso promedio del grupo de prueba fue notablemente mayor, junto con la
diferencia en el peso absoluto de la suprarrenal, siendo esto un cambio no relevante
para el estudio. El peso absoluto y relativo para los machos no mostré diferencias
estadisticas. El consumo de alimento mostré diferencias significativas solo para las
hembras, donde hubo mayor consumo en el grupo de prueba comparado con el
grupo de control a los 2 y 6 meses, asociado con el aumento de peso corporal de
las hembras de prueba. El consumo de agua mostro diferencias significativas para
los machos, donde el consumo fue mayor en el grupo de control en comparacion
con el grupo de prueba en el mes 4. Este cambio no mostré ninguna correlacidén con
ningun otro dato y no se considero6 relevante para el estudio. En la necropsia, los
hallazgos macroscopicos de los érganos observados no se consideraron relevantes
para el estudio, tanto en los grupos de prueba como para los de control.

Con relacion a los conejos, no hubo signos clinicos de toxicidad durante el periodo
experimental. Algunos animales de los grupos de prueba y control murieron debido
a la utilizacion de una via de administracion falsa. En general, los conejos fueron
bastante resistentes a la alimentacién forzada, y permanecieron estresados durante
todo el periodo del estudio, lo que explica la aparicién de rutas falsas incluso, en la
ultima semana de administracion. Otras razones para la eutanasia fueron: presencia
de abscesos faciales en un animal posiblemente debido a alguna lesién causada
por movimientos bruscos y lesiones en la columna vertebral en un intento de
escapar de la jaula. Estos sucesos refuerzan el estrés causado por el procedimiento
de la sonda en esta especie, y no estan relacionados con los efectos de la sustancia
de prueba.

Al igual que en las ratas, no hubo diferencias estadisticas en el peso inicial, ni en el
peso final pero se presenté aumento del peso corporal entre hombres y mujeres en
los grupos de prueba y control. Tampoco se observo diferencias estadisticas en el
peso absoluto y relativo del higado, rifidn, suprarrenal y bazo entre los grupos de
prueba y control para hombres y mujeres. El consumo de alimento mostré una
diferencia significativa solo en la semana 15, cuando el consumo fue mayor en el
grupo de control, y en la semana 20, cuando el consumo fue mayor en el grupo de
prueba, lo que en general, no fue relevante para este estudio, ya que el aumento de
peso corporal en estas dos semanas, no mostraron diferencias significativas entre
los grupos de prueba y control (p = 0.50 y p = 0.29, respectivamente). No hubo
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diferencias significativas en el consumo de agua entre los grupos de prueba y
control durante el periodo experimental. En la necropsia, los hallazgos
macroscopicos observados no se consideraron relevantes para el estudio, tanto
para los grupos de prueba como para los de control.

Los animales que recibieron P2ET (CS001-BC) por via oral durante 6 meses no
presentaron cambios clinicamente significativos durante el periodo experimental ni
alteraciones macroscopicas significativas en el examen de necropsia, lo que indica
que no hay toxicidad segun los parametros evaluados.

Metodologia

Diseno

El estudio fue etiqueta abierta, con unico brazo, representando un estudio fase 1
para evaluacion de seguridad del extracto P2Et en sujetos sanos, con escalamiento
de dosis para establecer la maxima dosis tolerada (MDT) y toxicidad a dosis limite
(TDL) del extracto P2Et usando disefio de 3+3 clasico para el escalamiento de dosis.

Se planted el escalonamiento de dosis del P2Et a través de cohortes de sujetos
sanos con minima dosis de 600 mg al dia con maxima dosis de 4800 mg. Cada
cohorte podria tener entre 3 y 6 sujetos, teniendo en cuenta que al menos 3 sujetos
diferentes tendrian que ser enrolados en cada nivel de dosis. Si la TDL no era
observada en los primeros 3 sujetos tratados a los 28 dias, se procederia al
escalamiento al siguiente nivel de dosis. Si 1 0 mas TDL ocurrian en cualquier nivel
de dosis en un sujeto se adicionarian 3 sujetos a esa cohorte. Cualquier nivel de
dosis en la cual 2 de 6 sujetos experimentaran una TDL fue considerada intolerable
y la dosis previa seria considerada la MDT del P2Et y se suspenderia el
escalamiento de dosis como se ilustra en la Figura 13.
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Figura 13. Esquema disefio del estudio

4 Niveles de dosificacion P2Et: 600 a 4800 mg /dia

*6 a 24 pacientes

\4

Tratar 3 pacientes en la nueva dosis: Observar por 1 mes

<>

I 1 Paciente TDL | I > 1 paciente TDL I
y y |

Escalar dosis Adicionar 3 Suspender
al siguiente pacientes al escalamiento de
nivel mismo nivel de dosis.
dosis Expandiren
* dosis por debajo

No mas de Mas TDLs
TDL(1/6) (2/6)
Identificacién de MDT

La TDL es considerada como cualquier toxicidad hematolégica y no
hematolégica grado 3 o mayor, observada durante los 28 dias de tratamiento,
acorde CTCAE version 4.0, lo anterior determinado por el investigador del estudio,
con una posible relacion en términos de causalidad a la administracion del producto
en investigacion, o una toxicidad grado 5 por cualquier razon.

Este estudio fue conducido unicamente en el Hospital Universitario San Ignacio,
donde se realizaron todas actividades acorde al protocolo aprobado por el comité
de ética e INVIMA y monitorizado por una organizacion de investigacion clinica
(CRO) contratada para estos fines.

Poblacion

Se seleccionaron hombres y mujeres voluntarios sanos acorde a los siguientes
criterios de elegibilidad.

Criterios de inclusion:

1. Edad mayor a 18 afios hasta 65 afos
2. Adecuada funcion renal, hematologica, hepatica definida como:
- Funcién renal normal definida como creatinina sérica < 1.5 mg/dl 6
depuracion de creatinina = 60 mL/min/1.73 m2 (acorde al método de
evaluacion local)
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3.

4,

- Funcion hepatica: fosfatasa alcalinas 2.5 x LSN, AST < 2.5 x Limite
Superior Normal (LSN), ALT < 2.5 x LSN, bilirrubina total < 1.5 x LSN.

- Conteo de leucocitos mayor de =3,000/mcL, conteo absoluto de
neutrofilos = 1500/mm3 (1.5 x 109/L). Plaquetas = = 100,000/mm3 (100
x 109/L) y Hemoglobina mayor a = 9.0 g/dL en sangre periférica.

- Funcion cardiovascular: Sin evidencia de enfermedad cardiaca isquémica
aguda en electrocardiograma.

Sin comorbilidades no controladas o significativas determinada por historia
clinica, examen fisico y laboratorios de tamizaje a criterio del investigador.

Las mujeres en edad fértil deben tener una prueba de embarazo negativa (en
orina o suero) al momento del tamizaje y enrolamiento.

Los sujetos fértles de sexo femenino (aquellas que no estén en la
posmenopausia durante al menos 12 meses 0 sean quirurgicamente estériles
por ligadura tubaria bilateral, ooforectomia bilateral o histerectomia) y sus
parejas hombres, deben usar al menos uno de los métodos anticonceptivos que
se mencionan a continuacion durante el ingreso al estudio, durante todo el
estudio y durante al menos 6 meses después del uso de P2Et (los efectos del
P2Et en el feto humano en desarrollo son desconocidos) :

a. Abstinencia total de relaciones sexuales, comenzando al menos un ciclo
menstrual completo antes de la administracion del medicamento del
estudio; (cabe sefalar: la abstinencia sexual como método anticonceptivo
debe limitarse a aquellos casos en que ya se encuentre establecido como
la eleccion del estilo de vida pre existente del paciente);

b. Vasectomia en la pareja de un sujeto mujer

c. Anticonceptivos hormonales (orales, parenterales o transdérmicos)
durante al menos 3 meses antes de la administracion del medicamento
del estudio;

d. Dispositivo intrauterino

e. Método de doble barrera (preservativo, esponja anticonceptiva, diafragma
o anillo vaginal con jalea o crema espermicida).

Deseo de completar con las intervenciones del estudio y del seguimiento.

El sujeto deben firmar y fechar el formulario de consentimiento informado
voluntariamente, para la participacion en el estudio, aprobado por un Comité de
Etica Institucional (CEI) antes del inicio de cualquier procedimiento de seleccion
o especifico del estudio.

Criterios de exclusion:

Los sujetos con una o mas de las siguientes condiciones no eran elegibles para este
estudio.
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1. Sujetos que se encuentren recibiendo algun agente en investigacion y/o estén
participando en un estudio clinico en los 30 dias previos al ingreso o durante la
participacion en el estudio.

2. Historia de reacciones alérgicas atribuidas a compuestos de tipo polifenol
similares a los encontrados en el té verde.

3. Uso de suplementos dietarios o fitomedicamentos < 15 dias previo a la entrada
y durante el estudio.

4. Sujetos con diagndstico de una enfermedad activa y/o se encuentren en
tratamiento farmacoldgico prescrito para una enfermedad activa y que tengan
evidencia de estar con una enfermedad activa al momento del examen clinico
inicial a criterio del investigador.

5. Morbilidad concomitante grave, activa incluyendo, pero no limitandose a:

- Infeccion aguda bacteriana o micética que requiere antibidticos
intravenosos al momento de la inclusion

- Insuficiencia hepatica moderada o grave (categoria B o mayor de Child-
Pugh calificacion de 7 o mayor)

- Insuficiencia cardiaca congestiva de grado Il o mayor segun la Asociacion
Cardiolégica de Nueva York que requiere hospitalizacién en los 12 meses
anteriores a la inscripcion

- Angina inestable y/o insuficiencia cardiaca congestiva en los ultimos 6
meses

- Arritmia cardiaca grave y sin control adecuado;

- Antecedentes de derrame o accidente cerebrovascular (ACV) o ataque
isquémico transitorio en los ultimos 6 meses

- Infarto de miocardio en los ultimos 6 meses

- Exacerbacion de enfermedad pulmonar obstructiva créonica u otra
enfermedad respiratoria que requiera hospitalizacion o que impida el
tratamiento del estudio al momento de la inclusién

- Sujetos VIH positivos diagnosticado a través de la prueba ELISA que se
realiza en la visita de tamizaje y/o Sujetos con enfermedad indicadora de
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) clinicamente definida.
Esto es necesario para garantizar que los sujetos tengan mayor
probabilidad de ser aptos para recibir el tratamiento completo

- Cualquier otra enfermedad clinica importante o alteracion psiquiatrica
que, en opinion del investigador, impida la administracion o la finalizacion
del tratamiento del protocolo.

6. Voluntarios que tengan historia de abuso de sustancias incluyendo drogas y/o
alcohol (definido por la OMS como consumo repetido e inapropiado de una
sustancia que, aunque en si no tenga potencial de dependencia, se acompana
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de efectos fisicos o psicoldgicos nocivos o lleva implicito un contacto
innecesario con los profesionales sanitarios (0 ambos).

7. Voluntarios fumadores al momento de la visita de seleccion, definiendo
fumador como la persona que ha fumado por lo menos un cigarrillo en los
ultimos 6 meses segun la OMS.

8. Sujetos que han recibido dentro de los 7 dias previos al inicio del tratamiento del
estudio inductores e inhibidores fuertes o0 moderados de la CYP3A listados en
el Apéndice A.

9. El sujeto es una mujer embarazada o amamantando

Intervencion

El extracto P2Et se utilizé en forma farmacéutica de capsula para ser tomado via
oral, donde se tenian 600mg de principio activo con excipiente inerte de almidon, el
fabricante fue laboratorios la Labfarve dado que cuentan con el certificado en BPM
para garantizar la integridad quimica, fisica, microbiolégica del producto de
investigacion. La presentacion fue frasco por 28 capsulas, con una etiqueta de
producto en investigacion con las especificaciones por la regulacion local y fijada a
la botella, ademas de un espacio para ser diligenciados por el centro como el
numero asignado al sujeto.

Se establecieron 4 niveles de dosificacion: Nivel 1-600 mg, Nivel 2-1200 mg, Nivel
3-2400 mg y Nivel 4-4800 mg. Los sujetos participantes se auto administraron el
extracto P2Et diariamente (600 mg 1 capsulas diaria, 2 capsulas diarias para 1200
mg, 4 capsulas diarias para 2400 y 8 capsulas diarias para 4800 mg) desde el dia
1 hasta el dia 28. Se considero cumplimiento en la toma del producto en
investigacion si el sujeto habia tomado mayor al 80% del P2Et durante la cohorte,
de lo contrario el sujeto requeria una consejeria por el personal delegado del
estudio.

Calculo de dosis

En el Decreto Colombiano 1156 del 2018 Ila informacion sobre los estudios
farmacocinéticos de los productos fitoterapéuticos es escasa, por tal motivo se
consulté la guia de la FDA “Botanical Drug Development: Guidance for Industry”
que en su seccion V-D y VI-D2, establece que en caso de no ser posible la
evaluacion de los parametros farmacocinéticos por las dificultades técnicas que se
presentan, los estudios de toxicidad (toxicinética) pueden soportar la seguridad del
producto para el calculo de la dosis inicial 7®.

Utilizando esta aproximacion tras no tener la evaluacién farmacocinética del extracto
P2Et y con el objetivo de tener el calculo de dosis para este estudio clinico fase 1
se realizaron los calculos con el nivel sin efecto adverso observado (no observed
adverse effect level- NOAEL por sus siglas en ingles) siguiendo la guia “Estimating
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the Maximum Safe Starting Dose in Initial Clinical Trials for Therapeutics in Adult
Healthy Volunteers, Apendice A (Tabla 2) .

Para el extracto P2Et, segun el estudio de toxicidad cronica a 28 dias el NOAEL fue
a lo menos 1000mg/kg en las ratas y los conejos. Con lo anterior, se ilustra el calculo
segun los lineamientos FDA considerando que los Km, el cual se define como un
factor adimensional que ajusta las diferencias en la superficie corporal con relacion
al peso de especies por sus diferentes formas corporales; se realizé conversion de
mg/Kg a mg/m2 de 0.162 y 0.324 para ratas y conejos respectivamente,
aumentando aun mas el factor de seguridad para el establecimiento de la dosis a
utilizar. De forma adicional, se utilizd6 para el calculo la media de la superficie
corporal (SC) promedio en humano (1,7m?).

En la siguiente Tabla 7 se muestra el calculo de la dosis equivalente en humanos

(HED: Human equivalent dose) y la dosis que pudiera ser usada en el estudio
clinico.

Tabla 7. Calculo NOAEL extracto P2Et en humanos

I NOAEL | CalculoHED | HED(Dosis 1 pogiq o
P NOAEL x Km enqhumanos) humanos
Oryctolagus
cuniculus 1000mg/kg 1008 rgngkg X 324mg/Kg - m? 550,8mg
(Conejos) ’
Rattus
norvegicus 1000mg/kg 1008 Tg;kg X 162mg/Kg - m? 275,4mg
(Ratas) '

Segun los resultados anteriores y utilizando el conejo como especie superior, se uso
una HED de 324mg/m? como referencia. Considerando el disefio planteado, el tipo
de escalamiento, la factibilidad de la toma, se determin6 una dosis inicial de 600mg
ya ajustada por SC, con esta dosis es factible cumplir los objetivos propuestos con
el menor numero de participantes y dentro de un disefio estadistico valido.

Procedimientos del estudio

La historia clinica completa del voluntario sano se realizé posterior a la firma de
consentimiento informado, la toma de signos vitales (temperatura, frecuencia
cardiaca, presion arterial) y el examen fisico completo incluyendo peso y talla se
realizaron durante la visita de tamizaje para verificar la elegibilidad del sujeto. La
revision de posibles actualizaciones en la historia clinica, signos vitales y examen
fisico se realizaban en la visita dia 1 o basal, dia 8, dia 15 y dio 28 o en la de
finalizacion.

Teniendo en cuenta los hallazgos de los estudios de toxicidad en animales donde
no se evidencio cambios significativos en los diferentes sistemas, se hicieron
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paraclinicos que evaluaran los principales 6rganos que pudieran llegar a tener un
impacto en la seguridad de los sujetos en la visita basal y la de finalizacion (Tabla
8). Todos los laboratorios fueron tomados y procesados en el laboratorio clinico del
Hospital Universitario San Ignacio alineados a la regulacién local dado que este
hace parte de la certificacion de BPC del INVIMA.

Los parametros clinicos y paraclinicos fueron evaluados por los investigadores
definiendo acorde a su criterio la significancia clinica, definiendo si las alteraciones
o fuera de rango de los laboratorios encontrados tenian una implicacion clinica en
los sujetos.

Tabla 8. Laboratorios para evaluacion del perfil de seguridad del extracto P2Et

Sistema Pruebas
Metabdlico Peso, Hormona estimulante de la tiroides
(TSH), Glucosa, colesterol total, LDL, HDL,
triglicéridos, proteinas totales

Renal Parcial de orina, BUN, creatinina, acido urico

Hepatico Fosfatasa alcalina, AST, ALT, bilirrubinas

Electrolitico Sodio, potasio, magnesio, calcio

Hematoldgico Cuadro hematico, PCR, Lactato deshidrogenasa
(LDH)

Cardiaco Electrocardiograma.

Como parametros de evaluacion inmunoldgica y balance oxidativo se realizaron las
siguientes pruebas que no eran parte en la decision de elegibilidad para ser incluido
en el estudio, estos fueron realizados antes y después del consumo de P2Et:

e Inmunofenotipo en sangre periférica por citometria de flujo
e Electroforesis de proteinas

¢ Nivel de anticuerpos IgG, IgM e IgA y complemento (C3)

e Pruebas de balance oxidativo:

o Test d-ROM (Reactive Oxygen Metabolites): Test de
espectrofotometria que permite evaluar el estatus prooxidante en una
muestra biologica, mide la concentracion de hidroperoxidos o
metabolitos reactivos de oxigeno como marcador temprano del estres
oxidativo. Usa como principio la reaccion de Fenton.

o Test PAT (Plasma Antioxidant capacity): Test de espectrofotometria
que evalua de la capacidad antioxidante en plasma a través de la
determinacion de antioxidantes solubles en agua que son capaces de
reducir iones férricos.

65



Se realizé monitoreo y reporte de EA durante todo el estudio clinico para los sujetos
que recibieron el extracto P2Et, hasta 7 dias después de la suspension de la
administracion del producto en investigacion. Los eventos adversos fueron
clasificados segun su gravedad, su relacion del evento adverso con el medicamento
del estudio y seriedad. Se utilizaron los Criterios de Terminologia Comun para
Eventos Adversos del Instituto Nacional de Salud EEUU (CTCAE version 4.0) para
el reporte de los eventos adversos y calificacién de la gravedad del evento.

Recoleccion de la informacion

Los datos de los sujetos participantes fueron registrados en su historia clinica tal
como lo establece las BPC y regulacion local, asi como los reportes de las pruebas,
considerando estos como documentos fuentes. Se uso un formulario de reporte de
caso (CRF) para cada sujeto seleccionado e incluido en el estudio, con el fin de
capturar informacion para los investigadores y las autoridades reguladoras. Los
datos del CRF para este estudio se recolectaron con un sistema de captura
electronica de datos, conducido con un sistema de manejo de calidad de los datos
(REDCap) en orden de asegurar la proteccion del sujeto, la fiabilidad de los
resultados del estudio y la calidad de los datos. Los datos fueron generados,
documentados, y reportados en adherencia al protocolo, ICH BPC y requerimientos
regulatorios locales.

Los datos capturados en REDCap fueron monitorizados y verificados por la CRO
contratada para esta actividad JSS Research.

Etica

Como lo establece las BPC, el CEIl del Hospital Universitario San Ignacio aseguro
la apropiada ejecucion del estudio desde la perspectiva ética, cientifica y
medicamente; el estudio fue conducido previa aprobacién de toda la documentacion
relevante. EI CEl aprobd el protocolo, consentimiento informado, materiales de
reclutamiento de sujetos y la autorizacion del envi6 del producto de investigacion al
centro del estudio. El estudio fue conducido acorde con el protocolo, ICH, regulacion
local y principios éticos que tienen su origen en la declaracién de Helsinki.

Previo a la iniciacidon de cualquier procedimiento de tamizaje o especifico del
estudio, el investigador o delegado explicé la naturaleza del estudio al sujeto y/o
representante legal y respondié todas las preguntas relacionadas al estudio,
llevandose a cabo el proceso de consentimiento informado. ElI formato de
consentimiento informado fue revisado, firmado y fechado por el sujeto y/o
representante legal y el investigador o delegado quien administro el proceso. Las
versiones aprobadas del formato de consentimiento informado para este estudio
fueron: Formato de consentimiento informado (FCI) general Version 1.0, FCI general
Version 2.0 12 diciembre 2018 y FCI embarazada Version 1.0 12 enero 2019
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Analisis estadistico

Los datos demograficos y basales de la poblacion del estudio fueron resumidos con
el promedio, la desviacion estandar, y el rango. Las frecuencias y porcentajes fueron
usados en para el género y los hallazgos relevantes en historia médica. Se realizé
analisis por intension de tratar (ITT) acorde a los establecido por entidades
regulatorias para este tipo de estudio. Adicionalmente, se decide reportar los datos
por protocolo.

Objetivo Primario: Seguridad

La MDT se reporté basada en la identificacion de la toxicidad a dosis limite. La
evaluacion de seguridad se basé en la frecuencia de eventos adversos, los datos
de laboratorio y signos vitales fuera del rango predeterminado en el estudio ( con
frecuencias y porcentajes). Los analisis de los eventos adversos incluyeron
unicamente los eventos "emergentes del tratamiento”, es decir, aquellos que
iniciaron o empeoraron el mismo dia o después de la primera dosis del medicamento
del estudio.

Se evaluo la gravedad de los eventos adversos y los cambios en los analisis de
laboratorio con base a CTCAE version 4.0. El porcentaje de los sujetos que
experimentaron eventos adversos se resumieron por término preferente dentro de
la clase de o6rganos y sistemas de acuerdo con el Diccionario Médico para
Actividades Regulatorias (MedDRA) mas reciente.

Se analizaron los cambios desde la visita inicial hasta la visita de finalizacion para
los parametros del perfil de seguridad, los cuales se presentaron en tablas
(promedio, mediana, desviacion estandar y rango).

Objetivos Secundarios

El perfil inmunoldgico se expresa en porcentaje de cambio entre el basal y final del
uso del P2Et con sus respectivos promedios, mediana, desviacion estandar y rango,
segun aplique.

Resultados

Se tamizaron 11 sujetos, de los cuales 7 fueron incluidos en el estudio y 3
completaron el primer nivel de dosificacion de 600 mg, el resto fueron
descontinuados del estudio debido a eventos adversos con posibilidad razonable de
relacion producto en investigacion. Un sujeto que ingreso al estudio, presento un
criterio de exclusion (falla de tamizaje) por lo cual fue retirado del estudio clinico a
criterio del investigador. A continuacion, se describen los resultados del analisis por
ITT, los resultados por protocolo se observan en el Apéndice 1.
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Caracteristicas Demograficas, Adherencia al Tratamiento y Exposicion

Tal como se detalla en la Tabla 9, el promedio de edad de los sujetos participantes
fue 33,3 afos, 57,1% mujeres, aunque 4 sujetos tuvieron antecedente de
enfermedad diagnosticada, ninguna fue clinicamente significativa. No hubo
antecedentes alérgicos o fumadores. Al tamizaje, 42,9% de los sujetos tomaban
algun medicamento, solo 28,6% continuaron consumo de ellos a la visita dia 1y
correspondia al uso de anticonceptivos orales.

El 100% (n=7) de los sujetos participantes recibieron el primer nivel de dosificacion
de 600 mg dia. Los sujetos que completaron el estudio (n=3) tuvieron un periodo de
exposicion de 28 dias con una adherencia superior al 80%. El rango de exposicién
para los sujetos que descontinuaron tempranamente fue entre 2 y 11 dias.

Tabla 9. Caracteristicas Demograficas y Otras Basales

Total
(n=7)
Edad calculada
Promedio (DE) 33.3 (7.76)
Mediana [Min, Max] 37.0 [23.0, 42.0]
Sexo biolégico
Mujer 4 (57.1%)
Hombre 3 (42.9%)
Toma de medicamentos al Dia 1
Si 2 (28.6%)
No 5(71,4%)
Frecuencia de administraciéon
QD 2 (28.6%)
BID 5(71,4%)
Medicacion concomitante
Anticonceptivos orales (Levornogestrel, 2 (28.6%)
Dienogest y etinilestradiol)
Acetaminofén 4 (57.1%)
Diclofenaco 1(14.3%)
Omeprazol 1(14.3%)
Tiene historia de abuso de alcohol y/o drogas
Si 1(14.3%)+
No 6 (85.7%)

(+) Sujeto que consumid drogas, ultimo consumo hace mds de 18 meses del ingreso al estudio, no
cumplié con el criterio de exclusién.
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Evaluacion de Seguridad

La MTD fue 600 mg (nivel 1) dado que se incluyeron 7 sujetos de los cuales, dentro
de la primera cohorte de 3 sujetos, 1 presento TDL, requiriendo acorde al disefio del
estudio incluir 3 sujetos adicionales de los cuales 2 sujetos presentaron TDL
descontinuandose del estudio y 1 sujeto completo el nivel.

La TDL ocurri6 en 3 sujetos en total en el primer nivel de dosificacion de 600 mg,
definida a criterio del investigador como clinicamente significativos, aunque fueron
considerados grado 1 (grado 1: el evento adverso es transitorio y facilmente tolerado
por el sujeto (leve)), conllevaron a la descontinuacion de los sujetos del estudio con
posibilidad razonable de relacion con el producto en investigacion como se observa
en la Tabla 12.

Eventos Adversos

Se reportaron en total 42 eventos adversos que fueron reportados y clasificados
acorde a lo establecido y segun la CTCAE v 4.0 del NIH. Todos los sujetos
presentaron al menos un EA. Los EA mas frecuentes fueron trastornos
gastrointestinales como epigastralgia y nauseas con una frecuencia de 23,8%.
Todos los EAs del estudio fueron clasificados en severidad como no serios.

Tabla 10. Frecuencia de Eventos Adversos por Sistema Durante el Estudio

Extracto P2Et

Cualquier Clase de Organo, Aparato y Sistema 600 mg
n=42
Trastornos gastrointestinales 22

Trastornos generales y condiciones del sitio de
administracion

Trastornos musculo esqueléticos y del tejido conectivo
Trastornos respiratorios

Trastorno de la sangre y del sistema linfatico
Trastornos renales y urinarios

Trastornos del sistema inmunoldgico

Trastornos metabdlicos y nutricionales

Trastornos cardiacos

Trastornos de oido y laberinto

Trastornos oculares

Infecciones e infestaciones

Lesién, intoxicacion y complicaciones de procedimiento

OO OO0 -~ =2 =2 DNOTOT O
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Investigaciones

Trastornos del sistema nervioso

Trastornos psiquiatricos

Trastornos del sistema reproductivos y mamarios

o O OO

Tabla 11. Resumen de Eventos Adversos por Frecuencia

ﬁ\;igtos Adversos SUJﬁtOS Frecuencia
Epigastralgia 3 7 (16.7%)
Mialgias 2 3 (7.1%)
Nauseas 3 3 (7.1%)
Adinamia 2 2 (4.8%)
Astenia 2 2 (4.8%)
Estrefiimiento 2 2 (4.8%)
Odinofagia 2 2 (4.8%)
Reflujo 2 2 (4.8%)
Rinofaringitis aguda 2 2 (4.8%)
AST elevada 1 1(2.4%)
Aumento en la frecuencia del habito intestinal 1 1(2.4%)
Borborigmos 1 1(2.4%)
Cervicalgia 1 1(2.4%)
Cianosis ungueal a nivel de miembros superiores no 1

asociada a parestesias 1(2.4%)
Deposicidn blanda 1 1(2.4%)
Distencion abdominal 1 1(2.4%)
Flatulencia 1 1(2.4%)
Hipogamaglobulinemia 1 1(2.4%)
Hiporexia 1 1(2.4%)
Leucopenia 1 1(2.4%)
Neutropenia 1 1(2.4%)
Oliguria 1 1(2.4%)
Polidipsia 1 1(2.4%)
Sensacion de plenitud 1 1(2.4%)
Sensaciéon de vacio en epigastrio 1 1(2.4%)
Tos 1 1(2.4%)

70



Tabla 12. . Caracteristicas Eventos Adversos

Eventos (%)

Grado
Grado 1 40 (95.2%)
Grado 2 2 (4.8%)
Seriedad
No serios 42 (100%)
Desenlace
Recuperado sin secuela 39 (92.9%)
No recuperado o no resuelto 1(2.4%)
No se sabe 2 (4.8%)
Relacion Extracto-EA
Posibilidad razonable 36 (85.7%)
Sin posibilidad razonable 2 (4.8%)
Si 0 (0.0%)
No 4 (9.5%)

Muerte y Otros Eventos Adversos Serios

No se presentaron eventos adversos serios incluyendo muertes en los sujetos
participantes del estudio clinico, tal como se describe en la Tabla 11.
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Tabla 13. Lista de Eventos Adversos por sujeto

Visita Nombre Evento Relacién Algoritmo
Sujeto Reporte  Adverso Seriedad Gravedad Desenlace con P2Et Naranjo
(puntos)
. . , Recuperado  Posibilidad
2 D8 Epigastralgia No serio Grado 1 sin secuela razonable 2
. . , Recuperado  Posibilidad
2 D15 Epigastralgia No serio Grado 1 sin secuela razonable 2
. . , Recuperado  Posibilidad
2 D15 Epigastralgia No serio Grado 1 sin secuela razonable 2
. , Recuperado  Posibilidad
2 D15 Reflujo No serio Grado 1 sin secuela razonable 2
, Recuperado  Posibilidad
2 D15 Nauseas No serio Grado 1 sin secuela razonable 5
. . Recuperado
2 D15 Mialgias No serio Grado 1 sin secuela No 1
N o : Recuperado  Posibilidad
2 Finalizacion Mialgias No serio Grado 1 sin secuela razonable 1
N " : Recuperado  Posibilidad
2 Finalizacion AST elevada No serio Grado 1 sin secuela razonable 5
No
4 Finalizacion Hipogamaglobulinemia+ No serio Grado 1 recuperado o No 0
no resuelto
No
4 Finalizacion Odinofagia No serio Grado 1 Recuperado No 0
sin secuela
e . : Posibilidad
4 Finalizacion Leucopenia No serio Grado 1 No se sabe razonable 1
e : : Posibilidad
4 Finalizacion Neutropenia No serio Grado 1 No se sabe razonable 1
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D8

D8

Finalizacion

Finalizacion

Finalizacion

Finalizacion

Finalizacion

Finalizacion

Finalizacion

D8

D8

D8

D15

D15

Estrenimiento

Sensacion de vacio en
epigastrio

Nauseas
Odinofagia
Tos

Polidipsia
Oliguria
Estrefiimiento

Reflujo

Aumento en la
frecuencia del habito
intestinal

Cianosis ungueal a nivel
de miembros superiores
no

asociada a parestesias

Astenia
Adinamia

Epigastralgia

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio
No serio

No serio
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Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 2

Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela

Recuperado
sin secuela

Recuperado
sin secuela

Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela

Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable

Posibilidad
razonable

Sin
posibilidad
razonable

Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable



11

D15

D15

D15

D15

D15

D15

D8

D8

D8

D8

Finalizacion

Finalizacion

Finalizacion

Finalizacion

D15

Hiporexia
Epigastralgia®
Rinofaringitis aguda
Distencion abdominal
Flatulencia

Mialgias

Astenia

Adinamia
Epigastralgia
Epigastralgia
Sensacion de plenitud**
Nauseas
Borborigmos

Deposicidn blanda

Rinofaringitis aguda

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio

No serio
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Grado 1

Grado 1

Grado 2

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Grado 1

Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela
Recuperado
sin secuela

Recuperado
sin secuela

Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable

No

Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Posibilidad
razonable
Sin
posibilidad
razonable



Recuperado  Posibilidad 1
sin secuela razonable

* Sujeto 002: presento aumento enzima hepatica se dio seguimiento a los establecido en el protocolo. Antecedente de epigastralgia. 1 mes antes al ingreso no habia
presentado. No se diagnostico de enfermedad acido péptica. + Sujeto 004: hallazgo diagnosticado como incidental en el tamizaje, la neutropenia y leucopenia
podrian estar relacionados a esta, clinicamente no significativos, de igual manera se descontinua de estudio. * Sujeto 008: Antecedente de enfermedad acido péptica
desde el 2011 sin manejo farmacoldgico, los eventos resolvieron con la suspensién del extracto. ** Sujeto 009: Los EA reportados en la visita de finalizacién se
presentaron posterior a la culminacién de la ingesta del extracto. Visita Dia 8 (D8), Visita Dia 15 (D15)

11 Finalizacion Cervicalgia No serio Grado 1
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Signos Vitales, Examen Fisico y Otras Observaciones Relacionadas a
Seguridad

No se observaron cambios fuera del rango normal desde la visita inicial hasta la de
finalizacion con relacién a los signos vitales como frecuencia cardiaca, presion
arterial, talla y peso (Tabla 14). El examen fisico por sistemas (cabeza y cuello,
cardiovascular, pulmonar, abdomen y extremidades) se mantuvo normal en ambas
visitas para todos los sujetos participantes.

Tabla 14. Signos vitales y Examen Fisico Visita Inicial Versus Finalizacion

Visita Tamizaje Visita Finalizacién
(n=7) (n=7)

Peso (Kg)
Promedio (DE) 62.6 (13.0) 62.3 (13.3)
Mediana [Min, Max] 58.1 [50.4, 87.4] 57.4 [50.0, 87.7]
Talla (m)
Promedio (DE) 1.68 (0.0561) 1.68 (0.0561)
Mediana [Min, Max] 1.69 [1.61, 1.78] 1.69 [1.61, 1.78]
Presion Sistélica (Hg/mm)
Promedio (DE) 107 (8.41) 107 (13.8)
Mediana [Min, Max] 105 [100, 123] 100 [90.0, 130]
Presion Diastélica (Hg/mm)
Promedio (DE) 74.3 (7.87) 71.4 (9.00)
Mediana [Min, Max] 80.0 [60.0, 80.0] 70.0 [60.0, 80.0]
Frecuencia cardiaca (Latidos/min)
Promedio (DE) 75.7 (13.5) 80.0 (16.3)
Mediana [Min, Max] 74.0 [63.0, 102] 83.0 [55.0, 101]

En complemento a la funcion cardiovascular, la mayoria de los sujetos (85.7%)
presentd un electrocardiograma normal, con excepcion del sujeto 002 quien
presentoé anormalidad desde la visita inicial y persistié con este hasta la finalizacién,
correspondiente a una bradicardia sinusal marcada, bloqueo incompleto de la rama
derecha, bloqueo fascicular izquierdo anterior como hallazgos reportados, pero
categorizado como clinicamente no significativo a criterio del investigador,
permitiendo su continuidad en el estudio.

Evaluacion de Laboratorios Clinicos

Evaluaciéon de Seguridad Examenes Clinicos por Sistema
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Dentro de los parametros hematologicos, el LDH se encontré con una mediana y
sus rangos por debajo del limite inferior normal, al igual que el volumen plaquetario
medio (MPV) desde la visita inicial y se mantuvieron en la visita de finalizacion,
hallazgos que no fueron clinicamente significativos, como se observa en la Tabla

16.

Tabla 15. Examenes para la Evaluacion del Perfil Metabdlico Basales y

Finalizacion (ITT)

Visita Tamizaje Visita Finalizacion Cambio
%
(n=7) (n=7) i
Glucosa en plasma (mg/dl)
Promedio (DE) 86.4 (6.90) 87.6 (5.88) 1.42 (2.72)

Mediana [Min, Max]

Colesterol total (mg/dl)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
HDL (mg/dl)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
LDL (mg/dl)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Triglicéridos (mg/dl)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
TSH (Uu/mL)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

84.0 [78.0, 99.0]

180 (39.1)
170 [122, 250]*

54.4 (15.8)
48.0 [34.0, 78.0]+

107 (31.0)
107 [65.8, 159]*

91.8 (39.5)
69.7 [47.7, 147]

1.75 (1.13)
1.24[0.690, 3.42]

88.0 [78.0, 96.0]

173 (40.1)
178 [98.7, 226]*

54.1 (11.9)

57.0 [38.0, 68.0]+

100 (33.8)
100 [46.8, 136]

86.2 (42.6)
70.2 [40.4, 161]

1.40 (0.607)

1.44 [0.630, 2.09]

1.18 [-3.03, 4.76]

-4.22 (8.57)
-3.47 [-19.4,
4.66]

2.21 (18.1)
-5.63 [-12.8,
35.3]

-7.92 (13.4)
-6.59 [-28.9,
11.7]

-0.879 (42.8)
-6.33 [-48.7,
84.9]

-6.99 (34.1)
-8.70 [-38.9,
55.6]

Aunque la mediana se encuentra dentro del rango normal del laboratorio, el intervalo
minimo (+) o maximo (*) reportado se encuentra fuera del rango normal establecido.
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Tabla 16. Examenes para la Evaluacién del Perfil Hematolégico Basales y Finalizacion (ITT)

Visita Tamizaje
(n=7)

Visita Finalizacion

(n=7)

Cambio
%

Proteina C reactiva (mg/dl)

Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

Lactato deshidrogenasa (U/L)

Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Leucocitos (UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Neutréfilos (UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Neutroéfilos (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Linfocitos (UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Linfocitos (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

0.236 (0.215)

0.100 [0.0300, 0.500]

152 (18.0)
159 [130, 174]

5610 (967)
5500 [4400, 6900]

3060 (643)
2800 [2300, 4000]

54.5 (6.54)
54.0 [45.3, 61.9]

1970 (479)
2000 [1400, 2900]

35.0 (6.71)
30.8 [28.9, 46.5]*
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0.551 (0.752)

0.180 [0.0500, 2.17]*

163 (27.6)
161 [128, 210]

4970 (1090)
4800 [3600, 7100]

2730 (799)
2800 [1700, 4200]

54.3 (6.30)
55.0 [46.1, 63.9]

1690 (227)
1800 [1300, 1900]

34.9 (5.54)
36.3 [27.4, 42.0]

176 (228)
133 [-64.0, 570]

7.25 (12.4)
3.12 [-4.47, 31.8]

-10.3 (17.5)
-1.82 [-42.9, 2.90]

-9.07 (25.4)
-11.8 [-40.0, 21.7]

0.430 (13.3)
1.77 [-17.8, 16.5]

-10.9 (20.4)
-9.52 [-48.3, 18.8]

1.60 (18.7)
-7.47 [-19.6, 25.6]



Eosinoéfilos(UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

Eosinofilos (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

Basofilos (UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

Basofilos (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

Monocitos(UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

Monocitos (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

Plaquetas (UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

Eritrocitos (UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

Hemoglobina (g/dl)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

157 (199)
100 [0.00, 600]*

2.54 (2.88)
1.40 [0.800, 9.00]*

14.3 (37.8)
0.00 [0.00, 100]

0.671 (0.399)
0.800 [0.100, 1.30]*

414 (69.0)
400 [300, 500]

7.34 (1.34)
7.20 [5.80, 9.20]

327000 (78100)
344000 [211000, 411000]

4960000 (600000)
4600000 [4400000, 5900000]*

15.3 (1.72)
14.7 [13.6, 17.9*
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143 (162)
100 [0.00, 500]

2.41(2.32)
1.40 [0.800, 7.50]*

42.9 (53.5)
0.00 [0.00, 100]

0.757 (0.369)
0.800 [0.100, 1.20]*

357 (78.7)
300 [300, 500]

7.70 (2.61)
7.40 [4.00, 11.0]*

312000 (74500)
330000 [197000, 401000]

4940000 (454000)
4800000 [4200000, 5500000]*

15.1 (1.11)
14.5[14.1, 16.7]*

8.20 (43.6)
8.33 [-42.9, 78.6]

22.8 (45.1)
0.00 [-25.0, 100]

-13.6 (12.8)
-20.0 [-25.0, 0.00]

6.51 (39.5)
-3.30 [-32.6, 71.9]

-3.96 (8.56)
-0.792 [-19.9, 5.43]

0.106 (6.00)
1.85 [-8.47, 9.09]

-0.331 (5.12)
0.621 [-6.70, 6.62]



Hematocrito (%)
Promedio (DE) 44.7 (4.56)
Mediana [Min, Max] 43.0 [40.4, 51.0]
Volumen corpuscular medio
(fL)
Promedio (DE) 90.3 (3.53)
Mediana [Min, Max] 89.0 [87.1, 97.2]
Hemoglobina corpuscular media (pg)
Promedio (DE) 30.7 (1.23)
Mediana [Min, Max] 30.5 [29.6, 33.3]
Concentracion de hemoglobina corpuscular media ( g/dl)

Promedio (DE) 34.1 (0.512)

Mediana [Min, Max] 34.0 [33.5, 35.1]
RDW CV (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
MPV (fL)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

13.5 (0.496)
13.3[13.0, 14.5]

7.49 (0.836)
7.10[6.90, 9.20]

Velocidad de sedimentacion globular (mm/h)
Promedio (DE) 5.00 (3.87)
Mediana [Min, Max] 2.00 [2.00, 10.0]

44.4 (3.12)
43.1[41.0, 47.9]*

90.2 (3.85)
88.3 [87.4, 98.2]

30.8 (1.40)
30.6 [29.7, 33.8]

34.1 (0.687)
34.1[33.1, 35.2]

13.4 (0.443)
13.3[13.1, 14.4]

7.54 (0.725)
7.50 [6.70, 9.00]

6.57 (5.94)
5.00 [2.00, 16.0]

-0.440 (4.80)
1.05 [7.06, 5.12]

-0.129 (1.39)
0.344 [-2.97, 1.03]

0.174 (1.28)
0.338 [-1.98, 1.50]

0.174 (1.83)
0.285 [-2.93, 2.67]

-0.0864 (1.39)
-0.690 [-2.21, 1.54]

0.955 (4.23)
1.35[-3.80, 7.04]

94.5 (268)
0.00 [-50.0, 700]

Aunque la mediana se encuentra dentro del rango normal del laboratorio, el intervalo maximo (*) reportado se encuentra fuera del
rango. Donde no se encuentra porcentaje de cambio disponible se debe a que no hubo en algunos sujeto cambios por lo que no es

posible realizar dicho calculo.

80



En la evaluacion de la funcion renal, no se observo en el analisis de orina cambios
desde la visita inicial a la de finalizacion, cabe resaltar que la mayoria de los sujetos
tuvieron una o dos cruces de moco, sin representar un hallazgo clinicamente
significativo, sino mas relacionado a el proceso en la toma de la muestra.
Adicionalmente, se evidencio un leve aumento el rango maximo de la mediana del
nitrégeno ureico en sangre en la visita inicial y de finalizacion, lo cual no fue
clinicamente significativos (Tabla 17).

La funcidén hepatica y electrolitica se mantuvo dentro de los parametros normales,
con excepcion de los niveles de AST en la visita de finalizacion, donde el rango
inferior y superior se encontraron fuera del limite normal, estos hallazgos fueron
considerados como no clinicamente significativos. El sujeto 002 presentd un evento
adverso con elevacion de la AST, el cual tuvo probable relacidén con el producto en
investigacion y fue resuelto sin secuelas.

Tabla 17. Examenes para la Evaluacion del Perfil Renal, Hepatico y
Electrolitico Basales y Finalizacién (ITT)

Visita Tamizaje Visita Finalizacion Cambio
(n=7) (n=7) %
Nitrégeno uréico en sangre (mg/dL)
Promedio (DE) 13.9 (3.10) 14.6 (4.72) 6.25 (31.7)

Mediana [Min, Max]
Creatinina sérica (mg/dL)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Acido arico (mg/dL)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Fosfatasa alcalina (U/L)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

AST (U/L)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

ALT (U/L)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Bilirrubina total (mg/dL)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Bilirrubina directa (mg/dL)

13.7 [11.1, 20.4]*

0.870 (0.167)
0.870 [0.630, 1.09]

4.46 (1.01)
4.60 [3.00, 5.60]

60.9 (16.8)
53.0 [46.0, 94.0]

18.9 (3.29)
20.0 [12.0, 22.0]

18.6 (3.60)
19.0 [14.0, 23.0]

0.684 (0.210)
0.690 [0.470, 1.08]
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13.0 [9.10, 23.7]*

0.857 (0.174)
0.860 [0.650, 1.14]

4.66 (1.62)
4.50 [3.00, 7.20]

57.0 (10.9)
55.0 [41.0, 77.0]

26.0 (13.4)
22.0 [13.0, 50.0]

24.7 (11.8)
21.0 [14.0, 44.0]

0.651 (0.179)

0.660 [0.420, 0.920]

2.36 [-20.2, 73.0]

-1.34 (7.37)
-1.15 [-9.09, 10.7]

2.55 (14.8)
-2.17 [-12.8, 28.6]

-4.25 (13.6)
-6.25[-21.7, 13.2]

34.9 (56.4)
8.33 [-11.1, 127]

38.9 (83.3)
13.3[-21.1, 214]

-1.35 (28.9)
-8.33 [-28.6, 58.6]



Promedio (DE) 0.123 (0.0419) 0.126 (0.0565) 5.43 (52.9)

Mediana [Min, Max] 0.140 [0.0600, 0.180] 0.140 [0.0400, 0.180] 0.00 [-36.4, 113]
Bilirrubina indirecta (mg/dL)

Promedio (DE) 0.561 (0.174) 0.526 (0.130) -2.27 (27.2)

Mediana [Min, Max] 0.550[0.370, 0.900] 0.520 [0.380, 0.750] -7.32[-28.9, 50.0]
Sodio (mmol/L)

Promedio (DE) 138 (1.80) 138 (1.83) -0.203 (0.996)

Mediana [Min, Max] 139 [136, 141] 138 [136, 141] 0.00 [-2.16, 0.735]
Potasio (mmol/L)

Promedio (DE) 4.44 (0.276) 4.53 (0.304) 212 (7.33)

Mediana [Min, Max] 4.40 [4.00, 4.80] 4.50 [4.00, 5.00] 0.00 [-6.98, 12.5]
Calcio (mg/dL)

Promedio (DE) 9.46 (0.190) 9.40 (0.271) -0.577 (3.26)

Mediana [Min, Max] 9.50 [9.10, 9.70] 9.50 [9.00, 9.70] 0.00 [-5.26, 4.40]
Magnesio (mg/dL)

Promedio (DE) 1.97 (0.111) 2.00 (0.100) 1.62 (5.89)

Mediana [Min, Max] 2.00[1.80, 2.10] 2.00[1.80, 2.10] 0.00 [-5.26, 11.1]

ALT, Transaminasa glutamico-pirdvica sérica; AST, Transaminasa glutamico-oxalacética sérica. Aunque la mediana
se encuentra dentro del rango normal del laboratorio, el intervalo maximo (*) reportado se encuentra fuera del
rango.

EVALUACION INMUNOLOGICA

Dentro de los objetivos secundarios se evaluaron los cambios en los parametros
inmunologicos en respuesta al extracto P2Et en sujetos voluntarios sanos. Se
realizaron a traveés de la medicion del nivel de complemento C3, inmunoglobulinas
lgG, IgA e IgM, electroforesis de proteinas e inmunofenotipo en sangre periférica.

Se evidencio en el inmunofenotipo en sangre periférica de los sujetos sanos una
media y mediana del porcentaje de LT CD3+/CD5+/CD45+, CD3+/CD4+ y
CD3+/CD8+ por debajo del limite inferior normal desde la visita inicial hasta la
finalizacion, lo anterior no fue observado en el conteo absoluto de estas poblaciones
celulares. El conteo de LT CD4+/CD8+ presento un porcentaje de cambio en la
mediana entre la visita inicial vs final del 40%, con una relacion CD4/CD8
conservada. En la poblacion de linfocitos B CD19+/CD20/CD38+/CD45+ se
presentd una media y mediana por debajo del limite inferior en la visita inicial y se
conservdé en la finalizacion con un porcentaje de cambio menor del 20%.
Adicionalmente, se mostré un porcentaje de cambio desde la visita inicial a la
finalizacién del 66% en la mediana del porcentaje de células dendriticas derivadas
de monocito CD45++/CD38+/CD4+, con un fuera del rango del limite maximo de la
mediana en la visita de finalizacion. Cabe aclarar que no hubo ningun fuera del
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rango normal en los parametros evaluados en la citometria de flujo tal como se
describen en la Tabla 18.

En la electroforesis de proteina, el promedio de la fraccion Alfa 1 se mantuvo fuera
del rango normal en la visita de inicio y finalizacion, con un porcentaje de cambios
del 10%; levemente la fraccion gamma mostré un porcentaje de cambio del 4% de
en la media de la visita inicial respecto a la final. De igual manera, los niveles de las
diferentes inmunoglobulinas medidas y complemento estuvieron dentro de los
limites normales. Ver detalle de los resultados tanto de ITT y por protocolo en
Apéndice 2.

Tabla 18. Inmunofenotipo Voluntarios Sanos Basales, Finalizacién y
porcentaje de cambio (ITT)

Visita Tamizaje Visita Finalizacion Cambio
(n=7) (n=7) %
LINFOCITOS T
CD3+/CD5+/CD45+ (%)
Promedio (DE) 21.6 (4.67)+ 24.8 (4.02)+ 17.3 (18.7)

Mediana [Min, Max]
CD3+/CD5+/CD45+ (cel/ul)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
CD3+/CD4+ (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
CD3+/CD4+ (cel/ul)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
CD3+/CD8+ (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
CD3+/CD8+ (cel/ul)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
CD4+/CD8+ (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
CD4+/CD8+ (cel/ul)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
CD4-/CD8- (%)

21.9[16.1, 29.6]+

1220 (223)
1120 [1030, 1690]

11.2 (0.862)+
11.0[10.0, 12.8]+

639 (97.0)
613 [545, 795]

9.04 (4.13)+
9.10 [4.50, 17.1]+

502 (218)
432 [310, 974]*

0.457 (0.503)

0.300 [0.100, 1.50]

24.3 (23.5)
17.0 [5.00, 69.0]
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22.6 [20.2, 29.6]+

1240 (190)
1150 [1060, 1530]

13.4 (1.07)+
13.2[12.0, 15.0]+

679 (135)
643 [530, 943]

9.90 (2.99)+
9.00 [6.00, 14.4]+

486 (98.3)
482 [374, 651]

0.471 (0.382)
0.200 [0.100, 1.00]

25.4 (23.5)
11.0 [5.00, 66.0]

23.9[-7.79, 40.4]

5.06 (24.1)
7.50 [-33.6, 31.6]

20.2 (12.8)
27.0 [-3.91, 32.0]

7.25 (19.0)
16.5[-19.2, 25.7]

17.3 (26.8)
29.3 [-15.8, 54.0]

5.09 (28.6)
-1.63 [-44.0, 41.6]

31.9 (56.6)
40.0 [-33.3, 100]

16.2 (48.5)
25.0 [-52.9, 83.3]



Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
CD4-/CD8- ((cel/ul)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Relacion CD4/CD8

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

CELULAS NK
CD3-/CD56+/CD45+ (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
CD3-/CD56+/CD45+ (cel/ul)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
LINFOCITOS B
CD19+/CD20/CD38+/CD45+ (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
CD19+/CD20/CD38+/CD45+ (cellul)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
sLambda+ (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
sLambda+ (cel/ul)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
sKappa+ (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
sKappa+ ((cellul)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

Granulocitos CD45+ (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

Granulocitica CD45+ (cel/ul)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

0.929 (0.482)
1.00 [0.300, 1.60]

52.9 (28.1)
60.0 [20.0, 88.0]

1.43 (0.653)
1.25[0.600, 2.40]

4.16 (3.79)
2.10 [1.50, 9.90]

233 (202)
137 [82.9, 541]
3.37 (1.50)+

2.80 [1.90, 6.40]+

193 (82.1)
172 [105, 302]

1.44 (0.508)
1.20 [1.00, 2.40]

82.4 (28.6)
75.7 [55.3, 119]

1.93 (1.01)
1.60 [0.900, 4.00]

110 (54.7)
96.4 [49.7, 188]

61.9 (7.86)
63.2 [48.5, 69.8]

3620 (1130)
2970 [2760, 5560]
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1.10 (0.648)
1.10 [0.300, 2.20]

54.0 (33.3)
52.0 [16.0, 117]

1.44 (0.408)
1.30 [1.00, 2.20]

3.20 (1.54)
3.00 [1.30, 5.80]

169 (67.1)
177 [61.3, 236]
3.89 (2.83)+

2.60[2.10, 10.0]+

191 (121)
165 [83.2, 443]

1.62 (1.02)
1.20 [0.900, 3.80]

79.5 (43.4)
67.9 [35.8, 168]

2.27 (1.82)
1.50 [1.10, 6.20]

110 (78.5)
97.1 [45.4, 274]

57.8 (6.04)
59.7 [48.3, 65.2]

2990 (847)
3070 [1830, 4500]

19.3 (38.0)
33.3[-25.0, 71.4]

6.49 (37.7)
-8.75 [-44.1, 60.

8.86 (30.6)
-4.17 [-15.0, 66.7]

4.89 (48.6)
0.00 [-55.6, 63.6]

3.62 (63.0)
-5.88 [-59.5, 114]
9.74 (31.2)

18.4 [-40.5, 56.3]

0.229 (36.5)
10.4 [-60.5, 47.1]

8.91 (33.3)
20.0 [-44.4, 58.3]

-1.14 (36.9)
6.21 [-65.1, 49.1]

10.7 (29.8)
13.0 [-36.8, 55.0]

-0.202 (36.1)
7.44 [-58.0, 46.0]

-5.75 (11.7)
-9.97 [19.5, 9.93]

-14.4 (23.3)
-13.1[-49.0, 15.3



Monocitos CD45+/CD38+/CD4+ (%)

Promedio (DE) 5.89 (1.60) 6.26 (1.75) 11.0 (36.1)

Mediana [Min, Max] 6.10 [3.40, 7.80] 6.00 [3.70, 8.80] -5.71 [-25.6, 76.5]
Monocitos CD45+/CD38+/CD4+ (cellul)

Promedio (DE) 344 (116) 308 (61.8) -3.46 (32.0)

Mediana [Min, Max] 358 [160, 549] 273 [262, 428]+ -19.2 [-23.9, 66.2]
Eosinoéfilos CD45+ (%)

Promedio (DE) 1.90 (1.06) 2.51 (2.36) 37.0 (79.7)

Mediana [Min, Max] 1.60 [0.500, 3.90] 1.50[0.800, 7.60]* 4.35 [-50.0, 140]
Eosinéfilos CD45+ (cel/ul)

Promedio (DE) 109 (74.5) 146 (183) 14.7 (55.9)

Mediana [Min, Max] 88.4 [39.8, 268] 66.4 [37.7, 556]* 10.3 [-48.8, 107]
Basoéfilos CD45+/CD38+ (%)

Promedio (DE) 0.767 (0.350) 0.600 (0.245) 0.673 (32.1)

0.750

Mediana [Min, Max] [0.400, 1.30]* 0.700[0.100, 0.800] -6.25[-38.5, 50.0]
Basofilos CD45+/CD38+ (cel/ul)

Promedio (DE) 42.6 (25.7) 31.6 (17.2) -6.98 (17.8)

Mediana [Min, Max] 36.7 [18.8, 89.5] 32.9 [4.80, 58.5] -5.52 [-34.6, 17.6]

Células dendriticas
Derivadas de monocito
CD45++/CD38+/CD4+ (%)

Promedio (DE) 0.457 (0.378) 0.850 (0.894) 126 (201)

Mediana [Min, Max] 0.300 [0.100, 1.00] 0.650 [0.200, 2.60]* 66.7 [-33.3, 500]
Derivadas de monocito CD45++/CD38+/CD4+ (cel/ul)

Promedio (DE) 26.6 (22.1) 39.4 (32.7) 106 (218)

Mediana [Min, Max] 13.8 [4.70, 51.2] 38.0 [8.80, 98.4] 34.4 [-31.9, 535]

(+) Parametro por debajo del limite inferior media o mediana o algunos de los rangos. (*) Valor por encima del
limite superior

Estatus de Estrés Oxidativo

Dicho estatus se evalu6 a través de pruebas de espectrometria como lo fueron Test
d-ROM y Test PAT. Se evidencio en todos los sujetos sanos que recibieron el
extracto P2Et independiente la duracidn, bajos niveles de estrés oxidativos dado
que la media y mediana del test d-ROM estan por debajo del limite inferior normal
(Rango normal 250-300 U Carr), en contraposicion con altos niveles de
antioxidantes con una media y mediana por encima del valor normal (rango normal
2200-2800 U Cor) en el test PAT como se observa en la Tabla 19. Dado el tamafio
de la muestra podemos observar dispersion de los datos como se observa en la
Figura 14 y 15.
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En el Apéndice 3 se reportan el detalle por sujeto para cada una de las pruebas.
Existe un indice de estrés oxidativo que estandariza ambas pruebas para mas facil
interpretacion del balance oxidativo, sin embargo, dado los altos niveles de
antioxidantes del test PAT en los sujetos participantes no fue posible calcularlo.

Tabla 19. Resultados Pruebas Evaluacién Estatus Oxidativo Test d-ROM y

PAT (ITT).
Visita Tamizaje Visita Finalizacion Cambio
(n=7) (n=7) %
Test D-ROM (U. Carr)
Promedio (DE) 111 (40.5)+ 135 (50.9)+ 29.0 (40.3)

Mediana [Min, Max] 115 [60.0, 163]+
Test PAT (U.Cor)

Promedio (DE) 6870 (2670)*

Mediana [Min, Max] 8110 [2490, 9360]*

115[91.0, 216]+

7300 (1030)*
7310 [6110, 8860]*

32.5[-34.5, 82.9]

39.7 (102)
-16.2 [-28.4, 226]

Equivalencias: 1 U.Cor = 1.4 pmol / L de acido ascérbico. 1 U. Carr = 0.08 mg H202 /dI
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Figura 14. Grafica de resultados Test d-ROM (ITT).
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Figura 15. Grafica de resultados Test PAT (ITT).
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Discusion

Los polifenoles son ampliamente usados en humanos sanos para la prevencion de
enfermedades tales como cancer, enfermedad cardiovascular, diabetes, trastornos
neuroldgicos, infecciones, entre otros. Lo anterior, dado a sus efectos antioxidantes,
antiinflamatorios, de quimioprevencién e incluso de inmunomodulador 81534,
Actualmente estos usos se han asociado equivocamente a que los productos
naturales no tienen efectos secundarios, lo cual es consecuencia de la ausencia de
estudios clinicos formales que ayuden a fortalecer el conocimiento en dosificacion,
caracteristicas de la poblacion y posibles eventos adversos. Adicional al facil acceso
que tienen las personas para comprarlos, dado que no es necesario una
prescripcion médica, sumado al desconocimiento médico de su uso .

En consecuencia a que el extracto P2Et ha mostrado actividad antitumoral e
inmunomoduladora en algunos tipos de cancer como seno, leucemia y melanoma,
sumado ala evidencia™ que sugiere que su administracion modula la respuesta
inmune de ratones sanos °; se ha investigado su toxicidad preclinica (aguda,
toxicidad subcrénica y crénica, AMES y micronucleos) sin evidenciar alteraciones
macroscopicas significativas, lo que indica la ausencia de toxicidad en los
parametros evaluados, sin inducir efecto genotdxico ni mutagénico, y siendo
clasificado en la categoria 5 segun GHS (DL50> 2000mg / Kg) (datos en archivo, en
proceso de publicacion). Por lo anterior, en cumplimiento a los requerimientos de la
normatividad local e internacional para el desarrollo de fitomedicamentos, se realizé
el primer estudio clinico en humanos sanos que evalu6 del perfil de seguridad del
extracto P2Et, definiendo la maxima dosis tolerada, favoreciendo con esta
informacion las siguientes fases del desarrollo clinico en pacientes con cancer.

Como resultado de este estudio se definio 600 mg como la maxima dosis tolerada
del extracto P2Et en sujetos sanos y como el primer nivel de dosificacion establecido
por el protocolo; se evidencio que los EA gastrointestinales, son los principales
asociados al consumo del P2Et con una incidencia de 52% (n=22/42), de forma
detallada se presentaron epigastralgia, nauseas, estrefiimiento, reflujo, distencion
abdominal y flatulencias, que fueron de caracteristicas no serias, grado 1 de
severidad y en un 85% con posibilidad razonable relacionados con el producto. De
la misma forma, otros estudios clinicos fase 1 56:58.6163.65 han reportado este tipo de
eventos adversos como nauseas, diarreas y dolor abdominal de intensidad leve, con
una frecuencia de 16% al 91% con el uso de otros polifenoles (curcuma,
epigalocatecina galato, resveratrol, sahastara) en humanos sanos, lo anterior podria
tener impacto sobre la adherencia y calidad de vida de las personas.

Sumado a lo anterior, se reportaron otro tipo de eventos adversos en varios
sistemas funcionales en un 48% (20/42) tales como mialgias, astenia, adinamia y
sintomas respiratorios (odinofagia, rinofaringitis, tos); asimismo se reportaron en
otros estudios clinicos de polifenoles en sujetos sanos con una frecuencia mayor al
30%, eventos adversos dermatologicos ©° y en el sistema nervioso central %677 tales
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como prurito, dermatitis, mareo, cefalea y somnolencia, los cuales parecen ser
sefales de toxicidad que normalmente no se asocian al este tipo de productos
naturales 787°. De este modo, existe gran diversidad en los eventos adversos que
pueden causar los polifenoles en humanos sanos, lo que quiza esta asociado a su
via de administracion, duracion del consumo y metabolismo propio de cada uno de
los polifenoles.

Tanto en el analisis por intencion a tratar como por protocolo no se mostrd
alteraciones en los parametros de evaluacion de la funcidn hepatica clinicamente
significativos, solo un fuera del rango normal en el limite del rango maximo de la
mediana en el nivel de AST, teniendo en cuenta que solo un sujeto presentd
aumento AST durante el estudio que se resolvié sin secuela. El porcentaje de
cambio fue mayor al 30% desde la visita de inicio a la finalizacion para los niveles
de AST y ALT dentro de las pruebas realizadas. Las alteraciones en la funcion
hepatica son los efectos toxicos mayormente monitorizados y de mayor severidad
que pueden presentarse en personas sanas que consumen polifenoles o
fitomedicamentos, aun sin tener factores de riesgo de enfermedad en el higado. En
los ultimos afos, se ha reportado un aumento significativo de casos de dafo
hepatico atribuido al fenomeno de suplementos herbales, siendo el segundo en
frecuencia (16,53%) después de los antibidticos en causar dano hepatico inducido
por medicamentos en Estados Unidos 6. De hecho, posibles alteraciones hepaticas
reportadas incluyen el aumento de los niveles de bilirrubina total, AST y fosfatasa
alcalina %63 asociados la mayoria al uso de altas dosis de resveratrol y Bacopa
monniera y autolimitados con la suspension de su consumo. Por lo tanto, la toxicidad
hepatica pareciera ser dosis dependiente y aunque no es la alteracion mas
frecuente, dada la severidad de su aparicion debe ser siempre monitorizada y tenida
en cuenta para la evaluaciéon de seguridad tras el consumo de polifenoles en
humanos sanos.

De la misma forma, la funcion renal puede verse afectada por el consumo de
polifenoles dado a que durante el metabolismo alguno de sus productos puede
generar dafo renal, sin embargo, en este estudio solo se evidencio los niveles de
nitrégeno ureico fuera del rango normal en el limite del rango maximo de la mediana,
lo cual no fue considerado como clinicamente significativo. Existen algunos factores
intrinsecos que pueden aumentar el riesgo de dafio renal como la calidad en la
manufactura del polifenol, sobredosificacién, interacciones con otros
medicamentos, condiciones patoldgicas de la persona, incluso el género y la edad?°.
Por ejemplo, se ha relacionado el aumento de los niveles de nitrégeno ureico y la
creatinina con el uso a altas dosis de polifenoles como sahastara, Crocus sativus 'y
Bacopa monniera %235 De igual manera, otros polifenoles no han mostrado
alteracion en la funcion renal o en algunos estudios se desconoce porque no fue
evaluado %492, De este modo, al igual que la toxicidad hepatica, las alteraciones
renales, aunque no son muy frecuentes y dependen de otros factores, debe hacerse
seguimiento de forma cercana cuando se usan este tipo de productos.

La media de los parametros metabolicos evaluados en este estudio estuvo dentro
del rango normal, con excepcion del colesterol total que se reportd levemente fuera
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del rango maximo de la mediana desde la visita de inicio persistiendo hasta la
finalizacién, sin un porcentaje de cambio importante (analisis por protocolo). De
igual manera, hubo un porcentaje de cambio positivo del 18% de la mediana de HDL
desde la visita inicial a la finalizacion. Dado a los efectos en la prevencidén de
enfermedad cardiovascular de algunos polifenoles, encontramos estudios que
reportan un beneficio como disminucion del colesterol total, triglicéridos y aumento
de HDL 6589, En contraste, algunos estudios clinicos no han reportado cambios en
perfil lipidico 59696264 ¢ incluso efectos negativos como que las dosis altas de
carvacrol presento disminucion de HDL y aumento de triglicéridos 78. Asi pues, los
datos asociados al posible efecto sobre el metabolismo lipidico de los polifenoles en
sujetos sanos no son contundentes y son divergentes.

Ahora bien, parte de los objetivos secundarios fue la evaluacion de los parametros
inmunoldgicos, teniendo en cuenta los antecedentes preclinicos de
inmunomodulacion del extracto P2Et. La cuantificacion de la poblacién linfoide y
mieloide se mantuvo dentro de rangos normales, al igual que los niveles de IgM,
IgA, 1gG y complemento C3, con excepcion del porcentaje de LT
CD3+/CD5+/CD45+, CD3+/CD4+, CD3+/CD8+ y LB CD19+/CD20/CD38+/CD45+
que se reportaron por debajo del limite inferior normal desde la visita inicial hasta la
finalizacion, con porcentajes de cambio positivo menor al 30%. Adicional, se
presentd un porcentaje de cambio positivo del 66% desde la visita inicial a la
finalizacién en la mediana del porcentaje de células dendriticas (CD) derivadas de
monocito CD45++/CD38+/CD4+, con un fuera del rango del limite maximo de la
mediana en la visita de finalizacion, de igual manera el valor absoluto de estas
células también presento aumento desde la visita basal a finalizacibn con un
porcentaje de cambio del 34% en el analisis por ITT. Los hallazgos mencionados no
fueron clinicamente significativos, pero demuestra un aumento considerable de la
poblacion de células dendriticas ante el consumo del extracto P2Et. Dichos
hallazgos podrian sugerir un aumento en la produccion de sus precursores en la
medula 6sea, en la diferenciacion de monocitos a DCs derivadas de monocitos o en
su maduracién, sin embargo desconocemos el real origen de este aumento y su
impacto en la funcionalidad de estas células tras el uso del P2Et, sin embargo, este
efecto inmunoestimulatorio de aumento de las células presentadoras de antigeno
en humanos sanos podria asociarse a un estado de preparacion a una respuesta
inmune mas efectiva en caso de exposicion a antigenos. Existen otros polifenoles
para los que se ha estudiado su actividad inmunomoduladora en personas sanas
encontrando también disminucion significativa de LT totales, LT CD8+ y NK 35; por
por el contrario otros aumentaron su efecto inmunoestimulatorio con aumento de LT
citotoxicos, NK 'y LB 37:3942 Para el caso del P2Et se evidencia congruencia entre
los datos preclinicos en animales y clinicos en sujetos sanos, evidenciando su
efecto inmunomodulador, y sin embargo, se debe tener en cuenta que aun sigue
siendo controversial tal como se documenta, los efectos de ciertos polifenoles sobre
el sistema inmune, sugiriendo que este efecto podria depender del tipo de polifenol,
su dosificaciéon y tiempo de exposicion.

Otro objetivo exploratorio de este estudio clinico fue la evaluaciéon del balance
oxidativo. Se evidencié en todos los sujetos sanos que recibieron el extracto P2Et

90



bajos niveles de estrés oxidativo con una media por debajo del limite inferior normal
y altos niveles de antioxidantes por encima del limite superior normal, teniendo un
balance oxidativo adecuado. Cabe aclarar que dado que la muestra era pequeia
con dispersién de los datos no se permite concluir que este efecto se deba
exclusivamente al extracto P2Et. De igual manera, se sabe de datos preclinicos in
vitro que el extracto P2Et tiene efecto antioxidante protector sobre esplenocitos de
ratones sanos C57BL/6 y BALB/c sometidos a estrés °. Aunque en la visita de inicio
los sujetos del estudio presentaron valores fuera del limite superior normal se vio un
porcentaje de cambio importante a la visita de finalizacion del 39,7% en los niveles
de antioxidantes. Otros estudios de consumo de polifenoles en humanos sanos
también reportaron aumento de la capacidad antioxidante 8'-8%; como limitante esta
la diversidad de pruebas usadas en los diferentes estudios como BAP (Biological
Antioxidant Potential), TAS (Total antioxidant status), TAC (Total antioxidant
capacity), niveles 6xido nitrico total y SAT (salival antioxidant test). Adicionalmente,
existen factores que pueden influenciar el balance oxidativo en personas sanas
como el género, edad, habitos de fumar, procesos inflamatorios, estado nutricional
balanceado/ desbalanceado, entre otros. Los sujetos incluidos en este estudio
tuvieron un estado nutricional balanceado desde la visita inicial hasta finalizacion
con una media en el puntaje de la encuesta de evaluacion nutricional (Mininutritional
Assessment -MNA) entre 27 y 30 puntos. Lo anterior tiene un impacto en los datos
porque se ha identificado que un sujeto sano con dieta no balanceada reporta altos
niveles en d-ROM vy disminucion significativa de la prueba PAT, siendo mas
marcado este hallazgo en el género femenino 6.

La principal limitacion identificada para el presente estudio es el bajo tamafo de
muestra, lo cual no permitié reportar significancia estadistica de los datos ni
extrapolar los resultados a poblacion general; sin embargo, es consecuencia del
numero de sujetos establecido para cada cohorte segun el disefio clasico 3 +3 para
estudios clinicos fase 1 y la baja tolerancia de los sujetos al extracto P2Et en el
primer de dosificacién, cumpliendo con el objetivo primario del estudio de identificar
la maxima dosis tolerada. Lo anterior, ademas de la experiencia con relacion a las
pruebas de balance oxidativo, conlleva a no tener datos concluyentes al respecto,
mas alla de sugerir la actividad antioxidante del P2Et. Adicionalmente, debido a la
disponibilidad de algunas pruebas en el laboratorio certificado por BPC no se realizo
examenes complementarios que pudieran aportar mas informacion desde el
comportamiento inmunologico del extracto P2Et como niveles de citocinas y algunos
datos de su farmacocinética, los cuales pudieran tener un rol importante dentro del
programa de investigacion clinica del P2Et.

En conclusion, el extracto P2Et consumido fue seguro para su uso en humanos
sanos con maxima dosis tolerada de 600 mg via oral. No hubo toxicidad severa,
solo eventos adversos leves en su mayoria, sin cambios clinicamente significativos
en los parametros de seguridad evaluados. Se observaron cambios en los
parametros inmunoldgicos y una clara disminucion en los niveles de estrés
oxidativo, asi como un aumento importante en la capacidad antioxidante del plasma,
lo cual sugiere que la actividad antioxidante e inmunomoduladora del P2Et también
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observada in vitro se correlaciona con hallazgos clinicos en humanos sanos
abriendo las puertas al uso del P2Et en otras fases de investigacion en pacientes
con cancer.

Perspectivas

Los resultados obtenidos en el primer estudio clinico en humanos del extracto P2Et
permitiran continuar con el desarrollo clinico, con estudios fase 2 en pacientes, que
dado sus antecedentes preclinicos, pudiera ser en poblacidn con cancer,
enfermedades con componente inmunoldgico e incluso enfermedades infecciosas.
Ademas, brinda herramientas para invitar a los cientificos a la estandarizacién en la
evaluacion de seguridad y busqueda de alto niveles de evidencia cientifica para este
tipo de productos que permitan el adecuado uso y evitar toxicidades desconocidas,
estableciendo un riesgo-beneficio para ser usado en humanos sanos con fines
preventivos o en pacientes.
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Apéndices

APENDICE 1. Analisis de Examenes de Laboratorio por Protocolo (Sujetos 002,

005y 011)

Tabla 20. Examenes para la Evaluacion del Perfil Metabdlico Basales y
Finalizacion (por protocolo)

Visita Tamizaje Visita Finalizacion Cambio
(n=3) (n=3) %
Glucosa en plasma (mg/dl)
Promedio (DE) 88.7 (8.96) 89.3 (6.11) 0.979 (3.90)

Mediana [Min, Max]

Colesterol total (mg/dl)

Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
HDL (mg/dl)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
LDL (mg/dl)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Trigliceridos (mg/dl)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
TSH (Uu/mL)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

84.0 [83.0, 99.0]

205 (40.6)*
195 [170, 250]*

53.3 (22.5)
48.0 [34.0, 78.0]+

128 (27.1)
119 [107, 159]*

118 (45.9)
142 [64.8, 147]

2.15 (0.905)
2.15[1.24, 3.05]

88.0 [84.0, 96.0]

203 (24.0)*
205 [178, 226]*

57.0 (11.0)
57.0 [46.0, 68.0]

123 (20.0)
133 [100, 136]

98.1 (54.8)
72.6 [60.7, 161]*

1.77 (0.289)
1.93 [1.44, 1.95]

1.20 [-3.03, 4.76]

-0.117 (8.15)
4.52 [-9.53, 4.66]

13.7 (24.4)
18.8 [-12.8, 35.3]

-3.11 (13.4)
-6.59 [-14.4,
11.7]

-15.1 (30.2)
-6.33 [-48.7,
9.75]

-4.48 (52.1)
-33.0 [-36.1,
55.6]

Aunque la mediana se encuentra dentro del rango normal del laboratorio, el intervalo
minimo (+) o maximo (*) reportado se encuentra fuera del rango normal establecido.
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Tabla 21. Examenes para la Evaluacién del Perfil Hematol6gico Basales y Finalizacion (por protocolo)

Visita Tamizaje
(n=3)

Visita Finalizacion

(n=3)

Cambio
%

Proteina C reactiva (mg/dl)

Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

Lactato deshidrogenasa (U/L)

Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Leucocitos (UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Neutréfilos (UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Neutréfilos (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Linfocitos (UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Linfocitos (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Eosinéfilos(UL)

0.230 (0.234)

0.100 [0.0900, 0.500]

144 (14.8)+
143 [130, 159]+

5330 (1370)
4700 [4400, 6900]

2970 (635)
2600 [2600, 3700]

55.1 (2.39)
54.0 [53.4, 57.8]

1770 (351)
1800 [1400, 2100]

32.8 (3.76)
30.8 [30.4, 37.1]
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0.300 (0.327)

0.180 [0.0500, 0.670]

162 (42.9)+
148 [128, 210]+

5330 (1530)
4500 [4400, 7100]

3070 (1060)
2900 [2100, 4200]

57.5 (7.93)
59.9 [48.6, 63.9]

1670 (321)
1800 [1300, 1900]

32.6 (8.13)
28.5 [27.4, 42.0]

154 (361)
-44.4 [-64.0, 570]

11.1 (18.1)
3.12 [-1.59, 31.8]

-0.404 (5.19)
2.27 [-6.38, 2.90]

1.94 (18.4)
11.5[-19.2, 13.5]

4.24 (12.4)
10.6 [-10.0, 12.2]

-5.56 (4.96)
-7.14 [-9.52, 0.00]

-1.38 (12.7)
-7.47 [-9.87, 13.2]



Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Eosinéfilos (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Basofilos (UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Basofilos (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Monocitos(UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Monocitos (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Plaquetas (UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Eritrocitos (UL)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Hemoglobina (g/dl)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Hematocrito (%)

267 (289)
100 [100, 600]

3.87 (4.45)
1.40 [1.20, 9.00]*

33.3 (57.7)
0.00 [0.00, 100]

0.833 (0.451)
0.800 [0.400, 1.30]*

367 (57.7)
400 [300, 400]

7.43 (1.70)
7.30 [5.80, 9.20]

285000 (109000)
234000 [211000, 411000]

4800000 (529000)
4600000 [4400000, 5400000]

15.2 (1.51)
14.7 [14.0, 16.9]*
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200 (265)
100 [0.00, 500]

3.20 (3.73)
1.30 [0.800, 7.50]*

33.3 (57.7)
0.00 [0.00, 100]

0.833 (0.252)
0.800 [0.600, 1.10]*

300 (0.00)
300 [300, 300]

5.87 (1.72)
6.20 [4.00, 7.40]

273000 (92000)
247000 [197000, 375000]

4730000 (503000)
4800000 [4200000, 5200000]

14.8 (1.04)
14.3[14.1, 16.0]

-38.9 (53.6)
-16.7 [-100, 0.00]

-17.1 (25.6)
-16.7 [-42.9, 8.33]

19.9 (69.6)
-15.4 [-25.0, 100]

-16.7 (14.4)
-25.0 [-25.0, 0.00]

-20.8 (19.2)
-31.0 [-32.6, 1.37]

-3.21 (7.55)
-6.45 [-8.60, 5.43]

-1.30 (4.91)
-3.70 [-4.55, 4.35]

-2.42 (4.00)
-4.08 [-5.33, 2.14]



Promedio (DE) 44.6 (4.56)

Mediana [Min, Max] 43.0 [41.0, 49.7]*
Volumen corpuscular medio (fL)

Promedio (DE) 92.6 (4.26)

Mediana [Min, Max] 91.8 [88.8, 97.2]
Hemoglobina corpuscular media (pg)

Promedio (DE) 31.6 (1.55)

Mediana [Min, Max] 31.1 [30.3, 33.3]
Concentracién de hemoglobina corpuscular media ( g/dl)

Promedio (DE) 34.1 (0.153)

Mediana [Min, Max] 34.1 [33.9, 34.2]
RDW CV (%)

Promedio (DE) 13.6 (0.751)

Mediana [Min, Max] 13.2[13.2, 14.5]
MPV (fL)

Promedio (DE) 8.00 (1.15)

Mediana [Min, Max] 7.90 [6.90, 9.20]
Velocidad de sedimentacion globular (mm/h)

Promedio (DE) 6.33 (4.04)

Mediana [Min, Max] 7.00 [2.00, 10.0]

43.9 (3.37)
43.1[41.0, 47.6]*

93.2 (4.47)
91.8 [89.6, 98.2]

31.4 (2.12)
30.8 [29.7, 33.8]

33.7 (0.656)
33.6 [33.1, 34.4]

13.6 (0.681)
13.4 [13.1, 14.4]

7.87 (1.03)
7.60 [7.00, 9.00]

7.00 (6.25)
5.00 [2.00, 14.0]

-1.25 (5.52)
-4.23 [-4.65, 5.12]

0.643 (0.561)
0.901 [0.00, 1.03]

-0.481 (1.79)
-0.965 [-1.98, 1.50]

-1.08 (1.77)
-0.885 [-2.93, 0.585]

0.0226 (1.29)
-0.690 [-0.758, 1.52

-1.51 (2.69)
-2.17 [-3.80, 1.45]

3.81 (34.4)
0.00 [-28.6, 40.0]

(+) Laboratorio se encuentra por debajo del limite inferior; para el caso de la LDH tanto la media como mediana estan por debajo del limite inferior normal.
Aunque la mediana se encuentra dentro del rango normal del laboratorio, el intervalo maximo (*) reportado se encuentra fuera del rango.
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Tabla 22. Examenes para la Evaluacion del Perfil Renal, Hepatico y
Electrolitico Basales y Finalizacion (por protocolo)

Visita Tamizaje

(n=3)

Visita Finalizacion

(n=3)

Cambio
%

Nitrégeno uréico en sangre (mg/dL)

Promedio (DE) 16.0 (3.81)

Mediana [Min, Max] 13.9[13.7, 20.4]*
Creatinina sérica (mg/dL)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Acido arico (mg/dL)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Fosfatasa alcalina (U/L)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
AST (U/L)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
ALT (U/L)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Bilirrubina total (mg/dL)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Bilirrubina directa (mg/dL)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Bilirrubina indirecta (mg/dL)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Sodio (mmol/L)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

0.843 (0.201)
0.870 [0.630, 1.03]

4.60 (1.40)
5.20 [3.00, 5.60]

69.7 (24.0)
69.0 [46.0, 94.0]

17.3 (5.03)
18.0 [12.0, 22.0]

19.0 (3.00)
19.0 [16.0, 22.0]

0.607 (0.152)
0.580 [0.470, 0.770]

0.0967 (0.0473)

0.510 (0.105)
0.500 [0.410, 0.620]

138 (1.53)
138 [136, 139]

Potasio (mmol/L)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

4.37 (0.404)
4.30 [4.00, 4.80]
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17.7 (5.73)
17.0[12.3, 23.7]*

0.883 (0.246)
0.860 [0.650, 1.14]

5.07 (2.10)
5.00 [3.00, 7.20]

57.3 (18.2)
54.0 [41.0, 77.0]

26.3 (20.6)
16.0 [13.0, 50.0]*

22.3 (13.6)
15.0 [14.0, 38.0]

0.630 (0.259)

0.550 [0.420, 0.920]

0.103 (0.0651)

0.0800 [0.0600, 0.150] 0.100 [0.0400, 0.170]

0.527 (0.197)

0.450 [0.380, 0.750]

138 (1.53)
138 [136, 139]

4.37 (0.321)
4.50 [4.00, 4.60]

14.9 (50.3)
11.5 [-16.7, 73.0]

4.23 (5.99)
3.17 [-1.15, 10.7]

8.24 (17.7)
0.00 [-3.85, 28.6]

-16.9 (5.53)
18.1[-21.7, -10.9]

41.5 (74.9)
8.33[-11.1, 127]

13.1 (51.9)
12.5[-21.1, 72.7]

6.47 (46.0)
-10.6 [-28.6, 58.6]

15.3 (84.2)
-33.3[-33.3, 113]

5.09 (40.2)
-7.32 [-27.4, 50.0]

0.00174 (0.722)
0.00 [-0.719,
0.725]

0.452 (10.5)
-4.17 [-6.98, 12.5]



Calcio (mg/dL)

Promedio (DE) 9.40 (0.265) 9.37 (0.321) -0.289 (4.84)

Mediana [Min, Max] 9.50[9.10, 9.60] 9.50 [9.00, 9.60] 0.00 [-5.26, 4.40]
Magnesio (mg/dL)

Promedio (DE) 1.97 (0.153) 2.07 (0.0577) 5.37 (5.56)

Mediana [Min, Max] 2.00[1.80, 2.10] 2.10[2.00, 2.10] 5.00 [0.00, 11.1]

ALT, Transaminasa glutamico-piruvica sérica; AST, Transaminasa glutamico-oxalacética sérica. Aunque la mediana
se encuentra dentro del rango normal del laboratorio, el intervalo maximo (*) reportado se encuentra fuera del
rango. En el analisis de orina no se observaron cambios desde la visita inicial a |a finalizacion ni hallazgos
clinicamente significativos.

APENDICE 2. Evaluaciones Inmunolégicas por Protocolo (Sujetos 002, 005y 011)
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Tabla 23. Niveles de Inmunoglobulinas y Complemento Basales y Finalizacion (por ITT y protocolo)

ITT Por Protocolo
Visita Tamizaje Visita Finalizacion Cambio Visita Tamizaje Visita Finalizacion Cambio
(n=7) (n=7) % (n=3) (n=3) %

Anticuerpos IgG (mg/dL)

Promedio (DE) 1190 (171) 1160 (178) -2.63 (10.2) 1220 (217) 1150 (67.0) -4.62 (12.1)

Mediana [Min, Max] 1210 [959, 1440] 1180 [871, 1460] -3.35[-17.8, 13.7]  1210[1010, 1440] 1180[1070, 1180] -2.14[-17.8, 6.08]
Anticuerpos IgM (mg/dL)

Promedio (DE) 102 (48.9) 99.8 (49.8) -2.29 (6.73) 98.0 (40.9) 94.9 (37.1) -2.56 (7.60)

Mediana [Min, Max] 79.6 [33.3, 157] 84.5[31.4, 171] -5.71[-7.77, 8.46] 79.6 [69.5, 145] 84.5[64.1, 136] -6.07 [-7.77, 6.16]
Anticuerpos IgA (mg/dL)

Promedio (DE) 245 (143) 225 (115) -4.89 (7.77) 296 (164) 257 (112) -9.56 (10.1)

Mediana [Min, Max] 244 140.0, 48071* 235 [40.0, 379] -4.04 [-21.2, 3.40] 244 [165, 480] 235158, 379] -4.04 [-21.2, -3.45]
Complemento C3 (mg/dL)

Promedio (DE) 106 (16.6) 108 (14.3) 3.37 (10.6) 113 (3.81) 111 (13.2) -2.39 (12.3)

Mediana [Min, Max] 110 [69.2, 118] 115 [82.8, 121] 4.33[-14.8, 19.6] 112110, 118] 115[95.8, 121] -2.20[-14.8, 9.82]

Tabla 24. Electroforesis de Proteinas Basales y Finalizacion (por ITT y protocolo). (*) Valor por encima del limite superior
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ITT Por Protocolo
Visita Tamizaje Visita Finalizacién Cambio Visita Tamizaje Visita Finalizacion Cambio
(n=7) (n=7) % (n=3) (n=3) %
Proteinas Totales (g/L)
Promedio (DE) 71.1(8.01) 74.0 (2.45) 5.56 (16.3) 70.0 (6.00) 73.0 (2.65) 5.00 (12.6)

Mediana [Min, Max]
Albumina (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Relacion Albumina/
Globulinas

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Alfa 1 (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Alfa 2 (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Beta 1 (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Beta 2 (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Gamma (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

76.0 [57.0,79.0]
60.6 (3.31)
59.5 [55.7, 64.4]
1.55 (0.214)

1.47[1.26,1.81]

3.49 (0.501)*
3.60 [2.80, 4.20]

9.23 (1.33)
9.90 [7.20, 10.5]

5.81(0.679)
5.90 [4.90, 6.60]

5.13 (1.08)
5.20 [3.70, 7.10]*

15.8 (1.82)
16.0 [12.7, 18.5]*

Fraccion de albumina (g/L)

Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Fraccion alfa 1 (g/L)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Fraccion alfa 2 (g/L)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Fraccion beta 1 (g/L)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Fraccion beta 2 (g/L)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Fraccion Gamma (g/L)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

432 (6.11)
4521[31.7,48.9]

2.47 (0.423)"
2.40 [1.80, 3.00]*

6.56 (1.14)
6.30 [5.20, 8.00]

4.10 (0.361)
3.90 [3.70, 4.60]

3.67 (0.948)
3.80 [2.70, 5.40]*

11.2 (1.36)*
10.5 [9.70, 13.4]*

74.0[70.0,78.0]
59.8 (4.21)

60.8 [52.4, 63.5]
151 (0.249)

1.55[1.10, 1.74]

3.84 (0.608)*
3.90 [2.90, 4.60]

9.56 (1.59)
10.0 [7.60, 11.4]

6.06 (0.909)
6.00 [4.90, 7.50]*

5.11 (0.845)
5.40 [3.80, 6.40]

15.6 (2.50)
15.7 [11.8, 19.6]*

442 (251)
43.0 [40.9, 47 6]

2.86 (0.496)*
2.90 [2.20, 3.40]*

7.09 (1.31)
7.50 [5.50, 8.90]*

4.49 (0.767)
4.50 [3.60, 5.50]*

3.77 (0.591)
4.00 [2.80, 4.50]

11.6 (2.13)*
11.3[8.60, 15.3]*

-3.95[-7.89, 36.8]
-1.31 (2.59)
-1.55[-5.92,2.18]
-3.03 (5.89)

423 [-12.7,5.44]

10.6 (13.0)
3.57 [0.00, 30.0]

3.56 (8.51)
2.88[-6.17,16.7]

3.99 (6.54)
5.88[-5.08, 13.6]

0.443 (4.93)
2.38[-9.86, 3.85]

-1.39 (5.24)
-1.37 [-8.97,5.95]

4.00 (14.3)
-5.11[-7.13,29.0]

16.9 (19.7)
21.7[-8.33,50.0]

9.38 (21.2)
8.22 [-12.7,53.4]

9.76 (19.0)
4.65[-13.3,44.7]

562 (18.3)
0.00 [-16.7, 40.0]

4.68 (20.6)
224 126,457

100

70.0 [64.0, 76.0]

60.3 (2.17)
59.5[58.7, 62.8]

1.53 (0.144)
147 [1.42,1.69]

3.40 (0.721)*
3.20 [2.80, 4.20]

8.93 (1.27)
8.30[8.10, 10.4]

6.20 (0.361)
6.10 [5.90, 6.60]

5.60 (1.45)
5.50 [4.20, 7.10]*

15.5 (0.808)
16.0 [14.6, 16.0]

422 (2.87)
41.1[40.2,45.2]

2.37 (0.551)*
2.40 [1.80, 2.90]*

6.27 (1.05)
6.30 [5.20, 7.30]

4.33(0.379)
4.50 [3.90, 4.60]

4.00 (1.35)
3.90 [2.70, 5.40]*

10.9 (1.15)
10.2[10.2, 12.2]*

74.0[70.0,75.0]
60.7 (2.90)

60.8 [57.7, 63.5]
1.55 (0.190)

1.55[1.36,1.74]

3.47 (0.737)*
3.20 [2.90, 4.30]*

8.70 (1.73)
7.80[7.60,10.7]

6.37 (1.00)
6.00 [5.60, 7.50]*

5.37 (1.05)
5.40 [4.30, 6.40]

15.4 (0.929)
15.7 [14.4,16.2]

443 (2.86)
427 [42.6, 47 6]

2.53 (0.577)*
2.20[2.20, 3.20]*

6.37 (1.33)
5.70 [5.50, 7.90]

4.63 (0.808)
4.50 [3.90, 5.50]*

3.90 (0.656)
4.00 [3.20, 4.50]

11.3 (0.551)*
11.3[10.7, 11.8]*

5.71[-7.89,17.2]

0.532 (2.01)
1.41[-1.70,2.18]

1.39 (5.02)
2.96 [-4.23, 5.44]

1.98 (1.82)
2.38[0.00, 3.57]

-3.10 (5.19)
-6.02 [-6.17, 2.88]

2.30 (9.96)
-1.64 [-5.08, 13.6]

-3.10 (6.22)
-1.82[-9.86, 2.38]

-0.665 (1.68)
-1.37 [-1.88, 1.25]

552 (12.2)
3.89[5.75, 18.4]

8.08 (15.4)
10.3 [-8.33,22.2]

1.71 (12.5)
8.22[-12.7,9.62]

7.21 (17.9)
154 [-13.3,19.6]

147 (17.6)
256 [-16.7, 18.5]

4.40 (11.5)
4.90 [-7.38, 15.7]



Tabla 25. Inmunofenotipo en Sangre Periférica Basales y Finalizacion (por protocolo)

Visita Tamizaje Visita Finalizacion Cambio
(n=7) (n=7) %
LINFOCITOS T
CD3+/CD5+/CD45+ (%)
Promedio (DE) 20.9 (4.16)+ 23.8 (4.45)+ 15.7 (20.6)

Mediana [Min, Max]
CD3+/CD5+/CD45+ (cel/ul)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

CD3+/CD4+ (%)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
CD3+/CD4+ (cel/ul)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

CD3+/CD8+ (%)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
CD3+/CD8+ (cel/ul)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

CD4+/CD8+ (%)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
CD4+/CD8+ (cel/ul)

Promedio (DE)

22.0 [16.3, 24.4]+

1090 (51.4)
1120 [1030, 1120]

11.8 (0.961)+
11.6 [10.9, 12.8]+

628 (108)
589 [545, 750]

7.50 (2.61)+
8.80 [4.50, 9.20]+

382 (64.1)
405 [310, 432]

0.867 (0.551)
0.600 [0.500, 1.50]

44.7 (22.7)

101

22.5[20.2, 28.8]+

1270 (208)
1280 [1060, 1480]

13.4 (1.42)+
12.9 [12.3, 15.0]+

729 (190)
664 [580, 943]

8.67 (2.99)+
8.10 [6.00, 11.9]+

449 (73.1)
439 [382, 527]

0.867 (0.153)
0.900 [0.700, 1.00]

48.0 (17.5)

23.9[-7.79, 30.9]

16.4 (19.6)
23.3 [-5.69, 31.6]

14.6 (16.9)
18.3[-3.91, 29.3]

15.3 (14.7)
21.8 [-1.53, 25.7]

18.2 (22.8)
29.3 [7.95, 33.3]

19.3 (23.8)
22.0 [-5.68, 41.6]

18.9 (45.5)
40.0 [-33.3, 50.0]

19.4 (47.2)



Mediana [Min, Max]
CD4-/CD8- (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
CD4-/CD8- ((cel/ul)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Relacion CD4/CD8

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

CELULAS NK
CD3-/CD56+/CD45+ (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
CD3-/CD56+/CD45+ (cellul)
Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
LINFOCITOS B
CD19+/CD20/CD38+/CD45+ (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
CD19+/CD20/CD38+/CD45+ (cellul)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
sLambda+ (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]

41.0 [24.0, 69.0]

0.767 (0.503)
0.700 [0.300, 1.30]

38.0 (20.0)
33.0 [21.0, 60.0]

1.85 (0.778)
1.85[1.30, 2.40]

2.00 (0.100)+
2.00 [1.90, 2.10]+

108 (26.0)
98.7 [87.5, 137]
3.90 (2.17)+

2.80 [2.50, 6.40]+

201 (89.4)
172 [129, 301]

1.57 (0.723)
1.20 [1.10, 2.40]

102

47.0 [31.0, 66.0]

0.900 (0.436)
1.10 [0.400, 1.20]

44.7 (13.6)
52.0 [29.0, 53.0]

1.67 (0.473)
1.50 [1.30, 2.20]

2.13 (0.850)+
2.10 [1.30, 3.00]+

125 (83.6)
92.9 [61.3, 219]
5.37 (4.04)+

3.50 [2.60, 10.0]+

266 (154)
190 [165, 443]

2.11 (1.47)
1.44[1.10, 3.80]

29.2 [-31.9, 61.0]

29.8 (43.5)
33.3[-15.4, 71.4]

28.5 (37.9)
38.1[-13.3, 60.6]

-4.17 (5.89)
-4.17 [-8.33, 0.00]

6.14 (41.1)
0.00 [-31.6, 50.0

8.08 (46.6)
-5.88 [-29.9, 60.1]
28.4 (26.3)

25.0 [4.00, 56.3]

28.5 (18.4)
28.0 [10.4, 47.1]

26.1 (29.6)
20.0 [0.00, 58.3]



sLambda+ (cel/ul)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
sKappa+ (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
sKappa+ ((cel/ul)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Granulocitos CD45+ (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Granulocitica CD45+ (cel/ul)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Monocitos CD45+/CD38+/CD4+ (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Monocitos CD45+/CD38+/CD4+ (cellul)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Eosinéfilos CD45+ (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Eosinéfilos CD45+ (cel/ul)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

81.3 (29.2)
75.7 [55.3, 113]

2.33 (1.45)
1.60 [1.40, 4.00]

119 (60.5)
96.4 [73.7, 188]

64.4 (4.86)
63.2 [60.3, 69.8]

3520 (1120)
2970 [2780, 4800]

5.10 (2.36)
4.10 [3.40, 7.80]

267 (101)+
282 [160, 359]+

2.53 (1.21)
2.10[1.60, 3.90]

147 (106)
98.7 [73.7, 268]

103

106 (54.7)
80.4 [67.9, 168]

3.25 (2.57)
2.06 [1.50, 6.20]

160 (99.0)
110 [97.1, 274]

59.2 (7.41)
61.5 [50.9, 65.2]

3270 (1130)
3070 [2250, 4500]

5.17 (1.27)
5.80 [3.70, 6.00]

270 (3.93)+
270 [266, 273]+

3.30 (3.74)
1.50 [0.800, 7.60]

220 (291)
66.4 [37.7, 556]*

26.0 (21.6)
22.8[6.21, 49.1]

30.3 (24.0)
28.8 [7.14, 55.0]

30.5 (16.2)
31.8 [13.7, 46.0]

7.77 (14.2)
-11.9 [-19.5, 8.04]

-6.66 (17.4)
-6.42 [-24.2, 10.6]

13.7 (54.9)
-9.76 [-25.6, 76.5]

12.7 (47.4)
-4.18 [-23.9, 66.2]

5.43 (78.2)
-28.6 [-50.0, 94.9]

8.47 (85.7)
-32.7 [-48.8, 107]



Basoéfilos CD45+/CD38+ (%)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]
Basofilos CD45+/CD38+ (cel/ul)
Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

Células dendriticas
Derivadas de monocito
CD45++/CD38+/CD4+ (%)

Promedio (DE)

Mediana [Min, Max]
Derivadas de monocito
CD45++/CD38+/CD4+ (cellul)

Promedio (DE)
Mediana [Min, Max]

0.833 (0.451)

0.800 [0.400, 1.30]* 0.700 [0.500, 0.800]

48.4 (36.7)
36.8 [18.8, 89.5]

0.167 (0.115)

0.100 [0.100, 0.300] 0.200 [0.200, 0.600]

8.47 (4.75)
6.90 [4.70, 13.8]

0.667 (0.153)

37.8 (18.7)
32.9 [22.1, 58.5]

0.333 (0.231)

20.7 (20.0)
9.40 [8.80, 43.8]

-8.65 (31.9)
-12.5 [-38.5, 25.0]

-9.23 (26.1)
-10.6 [-34.6, 17.6]

189 (278)
100 [-33.3, 500]

197 (299)
87.2 [-31.9, 535]

(+) Parametro por debajo del limite inferior media o mediana o algunos de los rangos. (*) Valor por encima del
limite superior. Se resalta en negrilla los valores fuera de rango normal establecidos o porcentajes de cambio que
aunque el valor este dentro de la normalidad es mayor al 30%.
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APENDICE 3. Evaluaciones por sujeto del estatus de Estrés Oxidativo

Tabla 26. Pruebas d-ROM y PAT en todos los sujetos que recibieron P2Et

PAT TEST Cambio d-ROM TEST Cambio
Dosis 600 mg/dia U.Cor (1 U.Cor = 1.4 ymol % U. Carr %
/ L de dcido ascérbico) (1U. Carr=0.08 mg H202 /dl)
Inicial Finalizacion Inicial Finalizacion
Sujetos Completaron Nivel 1
2 9361 7806 76 139
5 7653 7306 147 194
11 8279 6114 115 100
Promedio (DE) 8430 (864) 7080 (869) -15.8 (10.8) 113 (35.6) 144 (47.2) 33.9 (48.0)

Mediana [Min, Max] 8280 [7650,9360] 7310[6110,7810] -16.6 [-26.2,-4.53] 115[76.0,147] 139 [100, 194]
Sujetos Descontinuaron Nivel 1

4 8110 6800 60 91

7 2490 8110 139 91

8 3632 8855 163 216

9 8537 6114 76 115
Promedio (DE) 5690 (3080) 7470 (1240) 81.2 (124) 110 (49.3) 128 (59.6)

Mediana [Min, Max] 5870 [2490, 8540] 7460 [6110,8860] 63.8 [-28.4, 226] 108[60.0,163] 103[91.0,216]

32.0[-13.0,82.9]

25.2 (40.8)
41.9 [-34.5, 51.7]

Rangos normales d-ROM: 250 -300 U Carr, PAT : 2200-2800 U Cor.
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