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DESCRIPCION
Extracto de plantas y la composicién que lo contiene

Campo técnico

La presente invencion se refiere a uno o mas extractos de plantas seleccionados del grupo que consiste en Sinapis
Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed y Strychni Ignatii Semen y la composiciéon que los contiene para tratar y
prevenir el trastorno de movilidad gastrointestinal.

Antecedentes de la técnica

La dispepsia funcional no es una lesion organica patologica o bioquimica sino sintomas funcionales acompafados
de molestia continua o dolor en el area abdominal superior. Médicamente significa varios sintomas asociados con la
molestia continua y repetitiva o dolor confinado al abdomen superior. Especificamente la dispepsia no ulcerante, una
de las dispepsias funcionales, incluye todos los sintomas del sistema digestivo incluyendo saciedad después de una
comida, anorexia, distensién abdominal, una sensacién temprana de saciedad, eructos, molestia o dolor en el
abdomen superior, sialorrea, nauseas, vomitos, reflujo gastrico, ardor de estémago y otros. Su patofisiologia aun no
se conoce claramente (Panganamamula y col., Functional (Nonulcer) Dyspepsia, Current Treatment Options in
Gastroenterology, 5, pp.153-160, 2002).

La dispepsia funcional se diagnostica basandose en diversos sintomas de dispepsia sin aparente lesion organica, de
modo que la cura no es sencilla y la mayoria de los sintomas alternan entre mejora y deterioro afectado gravemente
por la dieta y la tension. Estos mecanismos patoldgicos actian juntos manifestando uno o habitualmente multiples
sintomas.

El tratamiento de dispepsia funcional representativo incluye farmacos procinéticos tales como domperidona,
metoclopramida, levosulpride, mosapride, itopride y eritromicina. Como la sialorrea y Ulcera son los sintomas
representativos de la dispepsia funcional, se usan supresores de acidos gastricos y antiacidos para el tratamiento
pero estos farmacos que incluyen antagonista de H, habitualmente tiene eficacia temporal (Vincenzo Stanghellini y
col., Delayed Gastric Emptying in Functional Dyspepsia, Current Treatment Options in Gastroenterology, 7, 259-264,
2004).

Recientemente el desarrollo de nuevos agentes procinéticos se ha centrado en los farmacos de modulacion
serotonérgicos ya que la serotonina (5-hidroxitripamina, 5-HT) desempefia un papel central en el movimiento
peristaltico gastrointestinal, y el 80% de la serotonina reside en el tracto gastrointestinal, especialmente el 95% del
que se distribuye en células de secrecion dentro del intestino en el intestino delgado.

Se estan desarrollando farmacos agonistas y antagonistas especificos para receptores relacionados con 5-HT y
estan en desarrollo el agonista de 5-HT4 como una cura para dispepsia funcional asi como estrefiimiento debido a
que facilita la accion procinética con fuerza contractora gastrica aumentada y presion propulsora. El antagonista de
5-HT3 es eficaz para suprimir los vémitos y disminuir la hipersensibilidad visceral, y se esta desarrollando un
agonista de 5-HT1, como cura de dispepsia funcional por su mecanismo relajante en fundus del estomago (Robin
Spiller, Serotonergic modulating drugs for functional gastrointestinal disease, J Clin Pharmacol, 54, pp.11-20, 2002).

Especificamente el antagonista del receptor 5-HT3, granisetron, reduce la sensibilidad del recto en pacientes con
sindrome del intestino irritable, y el ondansetrén no es eficaz para pacientes con sindrome de intestino irritable pero
reduce los vémitos y la sensibilidad gastrica provocada por expansion cuando entra grasa en el duodeno en
personas sanas. El cilansetron mejora la modulacién de la sensibilidad gastrointestinal y la adaptabilidad del
conducto digestivo para expansion gastrica, bloquea el receptor 5-HT3 excitable asociado con los movimientos
peristalticos, y eleva la absorcion de fluido del yeyuno. Sin embargo el tropisetrén, ondansetron y la mayoria de los
otros antagonistas del receptor 5-HT3 mejoran el sintoma de retardo en ayunas gastrointestinal en ratas, pero el
efecto no es concluyente en otras especies incluyendo seres humanos.

La cisaprida es uno de los farmacos procinéticos usados eficazmente para la cura de dispepsia funcional, es
agonista del receptor 5-HT,4 y antagonista del receptor 5-HT3, y se reconoce que tiene un efecto estadisticamente
significativo en comparacion con otros farmacos. La tasa de respuesta de cisaprida es 50-82%, mayor que la tasa de
placebo que es 27 - 53%, y se indica que es eficaz en mas del 70% de los casos cuando se administra durante 4 a 8
semanas. También se indica que cisaprida tiene eficacia para la enfermedad conjunta de sindrome del intestino
irritable y también mejora los sintomas de los pacientes que no responden a la cura usando antagonista de
dopamina de levosulpride y domperidona. Después de haberse aprobado como un farmaco para enfermedad de
reflujo gastroesofagico en 1993, liderd el mercado con unos ingresos anuales de 40 mil millones (mercado mundial:
1.300 millones de ddlares) pero en Julio de 2000 su venta se prohibid.

Por otro lado, otro agonista del receptor de serotonina 5-HT1 B/D, los triptanos, es eficaz a la dosis usada para
migrafa, para movimiento gastrointestinal y gastrointestino sensible. Se indica que el sumatriptan retarda el vaciado
de los contenidos gastricos, pero se sabe que su efecto mejora los sintomas abdominales superiores ya que mejora
la modulacién del fundus del estdmago y reduce la respuesta de expansion gastrointestinal en los propios pacientes
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con dispepsia funcional.

El agonista del receptor 5-HT4, que es uno de los farmacos procinéticos de nuevo uso para cura de dispepsia
funcional, mejora los sintomas sin aumentar la tension en el fundus del estdmago. La cisaprida, uno de los agonistas
del receptor 5-HT,, es eficaz para facilitar el vaciado del estémago, y con respecto a la longitud de onda de presioén
intragastrica o del duodeno (>6 cm), el valor umbral de reconocimiento de expansién gastrica aumenta no solamente
en pacientes sino también en seres humanos sanos. Los farmacos agonistas del receptor 5-HT4 incluyen tegaserod
y prucalopride, pero estan en estudio clinico y se dirigen a trastornos en el sistema digestivo inferior (Fraser RJ,
Postprandial antropyloroduodenal motility and gastric emptying in gastroparesis - effects of cisapride, Gut, 35(2),
p.172-8, 1994; Talley NJ., New and emerging treatments for irritable bowel syndrome and functional dyspepsia,
Expert Opin Emerg Drugs, 7(1), p. 91-8, 2002).

Al mismo tiempo, la mostaza Coreana de Sinapis Semen es la semilla madura de Brassica juncea Cosson de la
familia de las Cruciferas, contiene Sinalbina, Sinapina y aceite graso, y es eficaz para descargar flema y estimular la
piel (The Korean Pharmacopoedia V Part 2 pp 453-454).

El Corydalis Tuber es Corydalis ternata Nakai y otras plantas tuberosas de la familia de las Papaveraceas, contiene
Berberina, 1-Canadina, Protopina y 1-tetrahidrocoptisina y tiene acciones analgésicas, sedantes, antiespasmadicas,
antieméticas y de hipersecrecion de ACTH (The Korean Pharmacopoedia V Part 2 pp664)

La Pharbitidis Seed en la semilla de Pharbitis nil Choisy de la familia de las Convolvulaceas, contiene
aproximadamente 11% de aceite graso y 2% de farbitina, que es un glucésido resinoso, y se sabe que tienen efectos
de facilitamiento de la defecacion, diuréticos e insecticidas (The Korean Pharmacopoedia V Part 2 pp 651).

La Strychni Ignatii Semen es la semilla de Strychnos Ignatii Bergius de la familia de las Loganiaceas, contiene
Estricnina, Brucina, Vomicina, a-Colubrina, B-Colubrina y Loganina, y tiene efectos de excitacion del SNC,
estomacales, antifungicos, antiinflamatorios y analgésicos (Oriental Herb (galenicals) Standard Annotation, pp 175,
The Korean Pharmacopoedia V Part 2 pp 633-634).

Sin embargo, estos galénicos se han usado como medicina oriental mezclados con otras diversas plantas, de modo
que no ha habido ninguin informe sobre su mecanismo de accién procinético especifico. Por ejemplo, el Numero de
Referencia de la base de datos TCM/SIPO [En linea] CN-01128064-A (CN 1336220 A, Xu Fengyu [CN], "Gastrosis
treating Chinese medicine", publicado el 20 de Febrero de 2002) desvela en el Resumen el uso de una composicion
medicinal China preparada a partir de 21 plantas pulverizadas para tratar varias enfermedades, incluyendo
“estdbmago frio, diversas gastritis, Ulcera gastrica, gastritis atrofica, distension abdominal y paralizacion del qi”.
Ademas, la Patente del Reino Unido N° GB 1.122.161, publicada el 31 de Julio de 1968, desvela la extraccion de
una sustancia activa para el tratamiento de Ulceras pépticas de los tubérculos de una planta del género Corydalis,
“confirmandose esta actividad por la supresion de la secrecion gastrica, excrecion de pepsina y movilidad intestinal
excesiva, y también por una leve accion tranquilizante” (parrafo que conecta las paginas 1-2).

Con el fondo, para identificar la planta procinética que tiene los efectos de tratamiento y preventivos para dispepsia
funcional y sindrome del intestino irritable, el inventor realizé el ensayo de activacion para receptores 5-HT3 y 5-HT5
que corresponden a puntos accionadores procinéticos e identificé la planta candidata que activa los receptores.
Basandose en esto, se han encontrado extractos de plantas apropiados mediante experimentos de modelos
animales para dispepsia funcional.

Ademas, el inventor descubrié que los extractos de plantas de esta invenciéon son antagonistas de 5-HT3 que
facilitan efectos antieméticos y vaciado gastrico, y suprimen la hipersensibilidad visceral, y son agonistas del
receptor 5-HT4 que muestran efectos procinéticos y de tratamiento para sindrome del intestino irritable acompafnado
de estrefiimiento y colitis cronica. La invencion se completd confirmando el hecho de que las plantas individualmente
0 en combinacion tienen el efecto de cura para dispepsia funcional y sindrome del intestino irritable.

Divulgacion

Problema técnico

El objeto de la presente invencion es proporcionar extractos de plantas, y una composicion que los contenga como
un principio activo, para prevenir y tratar el trastorno de movilidad gastrointestinal.

Solucién técnica

La presente invencion se refiere a uno o mas extractos de plantas de Sinapis Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis
Seed y Strychni Ignatii Semen.

En la presente solicitud, “un extracto de plantas” significa un extracto de plantas y/o una mezcla de extractos de
plantas, si el extracto de plantas no se modifica por otras palabras o frases.

La presente invencidn se explica en detalle posteriormente.
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La presente invencion proporciona una composicion que consiste en un extracto de plantas de Corydalis Tuber,
junto con un extracto de plantas adicional seleccionado de Pharbitidis Seed y Strychni Ignatii Semen, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable o agentes de adicion sitolégicamente aceptables para su uso en la prevencion o
tratamiento del trastorno de movilidad gastrointestinal, en la que la relacion de mezcla de los extractos de plantas en
la composicién se selecciona de (a) una relacion de mezcla del extracto de plantas de Corydalis Tuber: el extracto
de plantas de Pharbitidis Seed de 1:1 a 10:1 (p/p); o (b) una relacion de mezcla del extracto de plantas del Corydalis
Tuber. el extracto de plantas de Strychni Ignatii Semen de 3:1 a 1:3 (p/p).

También se describe un extracto de plantas de Sinapis Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed y Strychni Ignatii
Semen.

También se describe una mezcla de dos o mas extractos de plantas de Sinapis Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis
Seed y Strychni Ignatii Semen.

También se describe una mezcla de los extractos de plantas de Sinapis Semen y Corydalis Tuber. Preferentemente,
la mezcla tiene la relacién de mezcla del extracto de plantas de Sinapis Semen: el extracto de plantas de Corydalis
Tuber de 1: 1 a 10:1 en peso (p/p).

También se describe una mezcla de los extractos de plantas de Sinapis Semen 'y Pharbitidis Seed. Preferentemente,
la mezcla tiene una relacion de mezcla del extracto de plantas de Sinapis Semen: el extracto de plantas de
Pharbitidis Seed de 1:1 a 30: 1 en peso (p/p).

La presente invencion se refiere a una mezcla de los extractos de plantas de Corydalis Tuber y Pharbitidis Seed.
Preferentemente, la mezcla tiene la relacion de mezcla del extracto de plantas de Corydalis Tuber: el extracto de
plantas de Pharbitidis Seed de 1: 1 a 10: 1 en peso (p/p).

La presente invencion se refiere a una mezcla de los extractos de plantas de Corydalis Tuber y Strychni Ignatii
Semen. Preferentemente, la mezcla tiene la relacion de mezcla del extracto de plantas de Corydalis Tuber. el
extracto de plantas de Strychni Ignatii Semen de 3:1 a 1:3 en peso (p/p).

También se describe una mezcla de los extractos de plantas de Pharbitidis Seed y Strychni Ignatii Semen.
Preferentemente, la mezcla tiene la relacion de mezcla del extracto de plantas de Pharbitidis Seed: el extracto de
plantas de Strychni Ignatii Semen de 1:1 a 1:10 en peso (p/p).

También se describe una mezcla de los extractos de plantas de Sinapis Semen, Corydalis Tuber y Pharbitidis Seed.
Preferentemente, la mezcla tiene la relaciéon de mezcla del extracto de plantas de Sinapis Semen: el extracto de
plantas de Corydalis Tuber. el extracto de plantas de Pharbitidis Seed de (1-30): (1-10):1 en peso (p/p).

También se describe una mezcla de los extractos de plantas de Sinapis Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed y
Strychni Ignatii Semen. Preferentemente, la mezcla tiene la relacion de mezcla del extracto de plantas de Sinapis
Semen: el extracto de plantas de Corydalis Tuber: el extracto de plantas de Strychni Ignatii Semen: el extracto de
plantas se Pharbitidis Seed de (1-30): (1-10):1: (1-10) en peso (p/p).

También se describe un procedimiento de preparacién de los extractos de plantas de la presente invencion,
caracterizado por que se extrae una planta seleccionada del grupo que consiste en Sinapis Semen, Corydalis
Tuber, Pharbitidis Seed y Strychni Ignatii Semen por agua, un alcohol inferior de C1-C4, o una mezcla de los
mismos. Preferentemente, la planta seleccionada se extrae de una a cinco veces a 45-75 °C durante 65-80 horas.

También se describe un procedimiento de preparacion de uno o mas extractos seleccionados del grupo que consiste
en Sinapis Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed 'y Strychni Ignatii Semen, un extracto soluble en un disolvente
polar, y un extracto soluble en disolvente no polar, que comprende la primera etapa de extraer una o mas plantas
seleccionadas del grupo que consiste en Sinapis Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed'y Strychni Ignatii Semen
por agua, un alcohol inferior de C1-C4, o una mezcla de los mismos, filtrar y concentrar para obtener un extracto de
plantas; la segunda etapa de tratar el extracto de plantas de la primera etapa secuencialmente con hexano,
cloroformo y etilacetato para recoger extractos solubles en disolvente no polar; y la tercera etapa de tratar los
extractos solubles en disolvente no polar de la segunda etapa con agua, metanol, butanol o mezcla de los mismos,
para obtener los extractos de plantas solubles en disolvente polar.

Los presentes extractos incluyen un extracto, un extracto soluble en disolvente polar, o un extracto soluble en
disolvente no polar. El extracto se extrae por un disolvente seleccionado de agua, un alcohol inferior de C1-C4, o
una mezcla de los mismos, preferentemente etanol. Y el extracto soluble en disolvente polar se extrae de un
disolvente seleccionado de agua, metanol, butanol o una mezcla de los mismos, preferentemente butanol. El
extracto soluble en disolvente no polar se extrae de un disolvente seleccionado de hexano, cloroformo y etilacetato.

Pueden obtenerse uno o mas extractos de plantas seleccionados del grupo que consiste en Sinapis Semen,
Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed 'y Strychni Ignatii Semen por los siguientes procedimientos.

En primer lugar, después de lavar y secar Sinapis Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed o Strychni Ignatii
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Semen, la planta secada se muele para realizar una planta molida por un molino, y la planta molida se pulveriza
mediante un molinillo. La planta seca o el polvo se pone en agua, un alcohol inferior tal como etanol o metanol
(preferentemente etanol), o una mezcla de los mismos, en una cantidad de 1-25 veces el peso de la planta seca o
polvo (preferentemente 5-15 veces). Se extraen mediante extraccion hidrotérmica, extraccion de precipitacion fria,
extraccion de reflujo-enfriamiento o extraccion ultrasénica [preferentemente extraida de una a cinco veces usando la
extraccion hidrotérmica a 20-100 °C (preferentemente 45-75 °C) durante aproximadamente 1-100 horas
(preferentemente 65-80 horas)], se filiran en vacio, y se liofilizan para obtener el extracto de plantas de Sinapis
Semen, el extracto de plantas de Corydalis Tuber, el extracto de plantas de Pharbitidis Seed y el extracto de plantas
de Strychni Ignatii Semen.

Cada uno del extracto de plantas de Sinapis Semen, el extracto de plantas de Corydalis Tuber, el extracto de plantas
de Pharbitidis Seed y el extracto de plantas de Strychni Ignatii Semen se suspendié en agua y se extrajo usando
disolventes en el orden de cloroformo, etilacetato y butanol para obtener un extracto soluble en disolvente polar y un
extracto soluble en disolvente no polar de la presente invencion. Particularmente el extracto soluble en disolvente
polar y el extracto soluble en disolvente no polar de la presente invencion se obtuvieron por un procedimiento que
comprendia la primera etapa en la que cada uno del extracto de plantas de Sinapis Semen, el extracto de plantas de
Corydalis Tuber, el extracto de plantas de Pharbitidis Seed y el extracto de plantas de Strychni Ignatii Semen (los
extractos obtenidos por extraccion hidrotérmica) se afiadid a hexano para obtener un extracto soluble de hexano y
un extracto soluble en agua; la segunda etapa en la que el extracto soluble en agua obtenido en la primera etapa se
extrajo mediante cloroformo para obtener un extracto soluble en cloroformo y un extracto soluble en agua; la tercera
etapa en la que extracto soluble en agua obtenido en la segunda etapa se extrajo mediante etilacetato para obtener
un extracto soluble en etilacetato y un extracto soluble en agua, y la cuarta etapa en la que el extracto soluble en
agua obtenido en la tercera etapa se extrajo por butanol para obtener un extracto soluble en butanol y un extracto
soluble en agua.

La presente invencion proporciona una composicion para su uso en la prevencion y tratamiento del trastorno de
movilidad gastrointestinal, que comprende los extractos de plantas de la presente invencién como un principio activo
y vehiculo, diluyente o carga farmacéuticamente aceptable.

La composicion para su uso en la presente invencion contiene los extractos en 0,01 a 80% en peso del peso total de
la composicion [preferentemente, de 1 a 50% (p/p)].

En la preparacion de la presente composicion, pueden afadirse algunos elementos, o extraerse de, el presente
extracto de plantas, y las relaciones de mezcla pueden cambiarse.

En el presente documento se caracteriza el trastorno de movilidad gastrointestinal como una enfermedad provocada
por hiperactividad del receptor 5-HT3 y/o antagonismo del receptor 5-HT.

El trastorno de movilidad gastrointestinal incluye dispepsia funcional tal como saciedad temprana, dolor, insuficiencia
epigastrica, una falsa sensacion de saciedad, ardor de estdbmago, nauseas y vomitos; dispepsia ulcerante, dispepsia
no ulcerante; esofagitis de reflujo; paralisis de la movilidad gastrica; estrefiimiento; sindrome del intestino irritable;
colitis hipersensible; trastorno de la movilidad gastrointestinal diabética; trastorno de la movilidad gastrointestinal
originada por quimioterapia, y trastorno de la movilidad del tracto digestivo originado por atresia intestinal y trastorno
de movilidad intestinal gastrica originado por distrofia mioténica.

La colitis irritable incluye colitis general, colitis irritable acompanada de estrefimiento o diarrea.

La presente composicion que incluye los extractos de plantas puede incluir ademas un vehiculo, excipiente o
diluyente apropiado.

El vehiculo, excipiente y diluyente que puede incluirse en la composicion de la presente invencion incluye lactosa,
dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, xilitol, eritritol, maltitol, almidén, goma arabiga, alginato, gelatina, fosfato
calcico, silicato calcico, celulosa, metil celulosa, celulosa microcristalina, polivinil pirrolidona, agua,
metilhidroxibenzoato, propilhidrobenzoato, talco, estearato de magnesio o aceite mineral.

Ademas, la composicion puede prepararse en medicina oral como polvo, granulo, comprimido, capsula, suspension,
emulsion, jarabe y aerosol; medicina externa; o supositorio o solucién de inyeccion esteéril.

Especificamente, cuando se prepara en medicinas, puede afiadirse un diluyente o excipiente tal como agentes de
sensibilizacion usados generalmente, expansores, agentes aglutinantes, humectantes, disgregantes o detergentes.
Los productos sélidos para administracion oral incluyen comprimidos, pildoras, polvo, granulo, capsulas y otros. La
composicion de plantas puede mezclarse con al menos uno o mas excipientes como almidén, carbonato calcico,
sacarosa, lactosa o gelatina. Puede usarse no solamente el excipiente sencillo sino también lubricantes como
estearato de magnesio o talco. Para productos orales liquidos, puede usarse suspension, agente de contenidos,
emulsion y jarabe, pero también pueden usarse diluyentes sencillos usados habitualmente como agua y parafina
liquida asi como diversos excipientes tales como humectantes, agentes edulcorantes, odorizantes o conservantes.
Los productos administrativos no orales incluyen suspension acuosa estéril, disolvente no acuoso, suspension,
emulsion, productos liofilizados y supositorios. Para disolvente y suspension no acuosos, puede usarse
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propilenglicol, polietilenglicol, aceite vegetal como aceite de oliva, o éster inyectable, tal como etiloleato. Para la base
de supositorio, puede usarse witepsol, macrogol, tween 61, manteca de cacao, grasa de laurina, gelatina de glicerol
y otros.

La presente invencién proporciona un uso de los extractos de plantas para curar y prevenir el trastorno de movilidad
gastrointestinal.

Ademas, la presente invenciéon proporciona una composicién para su uso en un procedimiento para tratar el
trastorno de movilidad gastrointestinal; el uso incluye administrar la composicion farmacéutica con los extractos de
plantas en la dosificacion eficaz a mamiferos, incluyendo seres humanos.

La dosis de administracion de la composicion de la presente invencion que incluye los extractos de plantas puede
variar dependiendo de la edad, sexo o peso corporal de un paciente. Sin embargo, generalmente el polvo seco de
los extractos puede administrarse en dosis individuales o multiples en la cantidad de 0,01 a 10 g/kg, preferentemente
5 g/kg al dia. La dosis puede ajustarse dependiendo de la via de administracion, gravedad de la enfermedad, sexo,
peso corporal, edad, estado de salud, dieta, momento y procedimiento de administracién y tasa de excrecion.

La composicion farmacéutica puede administrarse a mamiferos como ratas, ratones, vacas o seres humanos
mediante una diversidad de vias. Por ejemplo, se puede administrar por via oral, a través del recto o por inyeccion
venosa, muscular, subcutanea, uterina, en la duramadre o intracerebroventricular.

Los extractos de plantas pueden usarse de forma segura durante un periodo largo para el fin de prevencién puesto
que tienen poca toxicidad o efectos adversos.

Para confirmar la eficacia procinética y antidispepsia de los extractos de plantas, el presente inventor ensayd su
afinidad por, antagonismo contra y agonismo con los receptores de 5-HT3 y 5-HTy, y verificd su eficacia selectiva y
destacada. Ademas, para identificar la relacién apropiada de los extractos de plantas, se realizaron diversos
experimentos in vivo usando muchas patologias de dispepsia funcional en modelos animales, y se han verificado los
efectos notables de los extractos.

Para evitar y mejorar el trastorno de movilidad gastrointestinal, la presente invencién proporciona alimentos
funcionales sanos con uno o mas extractos seleccionados del grupo de Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed y Strychni
Ignatii Semen y aditivos alimentarios permitidos en sitologia.

Los alimentos funcionales sanos usados en la presente invencion tienen las caracteristicas de ingredientes
alimentarios de funcién sanitaria enumerados en el Anuncio de la FDA Coreana 2004-12 basado en las funciones y
seguridad en seres humanos de nueva Definicion del Acta de Alimentos de Funcién Sanitaria del 2002.

También se describe un alimento de cuidado sanitario para prevenir y mejorar el trastorno de movilidad
gastrointestinal que contiene dos o mas extractos de plantas seleccionados del grupo que consiste en Sinapis
Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed y Strychni Ignati Semen, y agentes de adicion sitolégicamente
aceptables.

También se describe un alimento de cuidados sanitarios para prevenir y mejorar el trastorno de movilidad
gastrointestinal que contiene una mezcla del extracto de plantas de Sinapis Semen, el extracto de plantas de
Corydalis Tuber, y el extracto de plantas de Pharbitidis Seed, y agentes de adicion sitolégicamente aceptables.
Preferentemente, en la mezcla, la relacion de mezcla del extracto de plantas de Sinapis Semen: el extracto de
plantas de Corydalis Tuber: el extracto de plantas de Pharbitidis Seed es (1-30):(1-10):1 en peso (p/p).

También se describe un alimento de cuidados sanitarios para prevenir y mejorar el trastorno de movilidad
gastrointestinal que contiene una mezcla del extracto de plantas de Sinapis Semen, el extracto de plantas de
Corydalis Tuber, el extracto de plantas de Pharbitidis Seed, y el extracto de plantas de Strychni Ignatii Semen, y
agentes de adicion sitolégicamente aceptables. Preferentemente, en la mezcla, la relacion de mezcla del extracto de
plantas de Sinapis Semen: el extracto de plantas de Corydalis Tuber: el extracto de plantas de Strychni Ignatii
Semen: el extracto de plantas de Pharbitidis Seed es (1-30):(1-10):1:(1-10) en peso (p/p).

También se describe un alimento de cuidados sanitarios para prevenir y mejorar el trastorno de movilidad
gastrointestinal que contiene una mezcla del extracto de plantas de Sinapis Semen y el extracto de plantas de
Corydalis Tuber, y agentes de adicion sitologicamente aceptables. Preferentemente, en la mezcla, la relaciéon de
mezcla del extracto de plantas de Sinapis Semen: el extracto de plantas de Corydalis Tuber es de 1:1 a 10:1 en

peso (p/p).

También se describe un alimento de cuidados sanitarios para prevenir y mejorar el trastorno de movilidad
gastrointestinal que contiene una mezcla del extracto de plantas de Sinapis Semen y el extracto de plantas de
Pharbitidis Seed, y agentes de adicion sitoldgicamente aceptables. Preferentemente, en la mezcla, la relacion de
mezcla del extracto de plantas de Sinapis Semen: el extracto de plantas de Pharbitidis Seed es de 1:1 a 30:1 en

peso (p/p).
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La presente invencion proporciona un alimento de cuidados sanitarios para prevenir y mejorar el trastorno de
movilidad gastrointestinal que contiene una mezcla del extracto de plantas de Corydalis Tuber y el extracto de
plantas de Pharbitidis Seed, y agentes de adicion sitolégicamente aceptables. Preferentemente, en la mezcla, la
relacion de mezcla del extracto de plantas de Corydalis Tuber: el extracto de plantas de Pharbitidis Seed es de 1:1 a
1:10 en peso (p/p).

La presente invencion proporciona un alimento de cuidados sanitarios para prevenir y mejorar el trastorno de
movilidad gastrointestinal que contiene una mezcla del extracto de plantas de Corydalis Tuber y el extracto de
plantas de Strychni Ignatii Semen, y agentes de adicion sitolégicamente aceptables. Preferentemente, en la mezcla,
la relacion de mezcla del extracto de plantas de Corydalis Tuber: el extracto de plantas de Strychni Ignatii Semen es
de 3:1 a 1:3 en peso (p/p).

También se describe un alimento de cuidados sanitarios para prevenir y mejorar el trastorno de movilidad
gastrointestinal que contiene una mezcla del extracto de plantas de Pharbitidis Seed y el extracto de plantas de
Strychni Ignatii Semen, y agentes de adicion sitolégicamente aceptables. Preferentemente, en la mezcla, la relacion
de mezcla del extracto de plantas de Pharbitidis Seed: el extracto de plantas de Strychni Ignatii Semen es de 1:1 a
1:10 en peso (p/p).

Por otro lado, la composicion que incluye los extractos de plantas puede usarse en diversas formas de farmacos,
alimentos y bebidas para efecto procinético. Los extractos de plantas pueden afiadirse a diversos alimentos como
bebidas, goma, té, complejo vitaminico y alimento complementario sano, y pueden usarse en forma de pildora,
polvo, granulo, infusion, comprimido, capsula o bebida.

La dosis de los extractos de plantas en alimentos o bebidas para la composicion de alimentos sanos de la presente
invencion es generalmente de 0,01 a 15% en peso del peso total del alimento, preferentemente del 0,1 al 10% en
peso. Para la composicion de bebida sana, puede afadirse de 0,1 a 30 g, preferentemente de 0,2 a 5 g, de los
extractos de plantas a 100 ml.

Para la composicion de bebida sana, solamente los extractos de plantas son ingredientes necesarios con relacion
especifica, y no hay restricciones especiales en los ingredientes liquidos. Como bebidas comunes, pueden afadirse
diversos tipos de sabores y carbohidratos naturales.

Los ejemplos de los carbohidratos naturales mencionados anteriormente serian monosacaridos, disacaridos tales
como glucosa y fructosa, polisacaridos tales como maltosa y sacarosa, azlcar general tal como dextrina y
ciclodextrina, y alcohol de azucar tal como xilitol, sorbitol y eritritol. Ademas de los sabores anteriormente
mencionados, pueden usarse sabores naturales (taumatina, extracto de Stevia (es decir, rebaudidésido A, glicirricina))
y sabores sintéticos (es decir, sacaridos, aspartamo). Para la composicién de carbohidratos natural anterior, se usan
generalmente de 1 a 20 g por 100 ml, preferentemente de 5a 12 g.

Ademas de lo anterior, la composiciéon para uso de la presente invencién puede contener diversos nutrientes,
vitaminas, minerales (electrolitos), agentes saporiferos sintéticos y naturales, colorantes, expansores (tales como
queso, chocolate), acido péctico y pectinato, acido alginico y alginato, acido organico, agentes espesantes coloidales
protectores, modulador de pH, estabilizador, conservantes, glicerina, alcohol, carbonatador usado en bebidas
carbonatadas y otros. Adicionalmente, la composicién para uso de la presente invencion puede contener la carne de
frutos para producir zumo de frutas natural, bebidas de zumo de frutas y bebidas vegetales. Estos ingredientes
pueden usarse solos o en combinacion. Las relaciones de estos aditivos no son cruciales, pero generalmente se usa
de 0 a 20 por ciento en peso por cada 100 de peso de la composicion.

Efectos ventajosos

Los extractos o una mezcla de los mismos pueden usarse como una composicion farmacéutica para su uso en la
prevencion y tratamiento del trastorno de movilidad gastrointestinal y un alimento funcional sano para facilitar la
movilidad gastrointestinal mediante antagonismo del receptor HT3 y/o agonismo del receptor HT..

Descripcién de los dibujos

La Figura 1 es un dibujo esquematico que ilustra los resultados analiticos de cromatografia liquida fina (TLC) de
extractos de etanol de Sinapis Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed 'y Strychni Ignatii Semen usando H2SOs.

La Figura 1 es un dibujo esquematico que ilustra los resultados analiticos de cromatografia liquida fina (TLC) de
extractos de etanol de Sinapis Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed y Strychni Ignati Semen usando
KMNO4.

La Figura 3 es un dibujo esquematico que ilustra actividades multiples del agonista para el receptor 5-HTs3.
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Modo de la invencién

La presente invencion se refiere a los siguientes ejemplos y ejemplos experimentales que proporcionan mas
detalles. T.a. significa temperatura ambiente en la presente divulgacion.

Ejemplo 1. Preparacion de extractos de plantas

1-1. Preparacion de un extracto de Sinapis Semen

Se comprd Sinapis Semen en una tienda de medicina de plantas China del mercado de Kyung-dong, se lavo para
retirar adulteraciones y se seco para usar en el experimento. La planta seca se molié en un molino, y se pusieron 20
g de la Sinapis Semen molida en etanol-agua al 0%, 15%, 30%, 50%, 70%, 85% y 96% (7160 ml) y se agit6 a
temperatura ambiente durante 72 horas. Después, se extrajo la mezcla resultante, se filtré y se concentré a 55-65 °C
bajo una presion baja, y se liofilizd para obtener un extracto de Sinapis Semen (1,04-3,1 g) (Tabla 1: Rendimientos
de extractos de Sinapis Semen como un tipo de disolvente).

[Tabla 1]

Cantidad de |disolvente| Cantidad de |lavado| Temperatura de Tiempo de Cantidad Rendimiento

una planta disolvente extraccion extraccion obtenida (g) (%)
209 EtOH 96% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 1,24 6,2
209 EtOH 85% 160 mi 20 ml t.a. 3 dias 1,93 9,7
209 EtOH 70% 160 mi 20 ml t.a. 3 dias 1,96 9,8
209 EtOH 50% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 2,28 11,4
209 EtOH 30% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 2,37 11,9
209 EtOH 15% 160 mi 20 ml t.a. 3 dias 3,1 15,5
2049 Agua 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 1,04 52

100%

1-2. Preparacion de un extracto de Corydalis Tuber

Se compré Corydalis Tuber en una tienda de medicina de plantas China del mercado de Kyung-dong, se lavo
usando agua para retirar adulteraciones, y se secé para usar en el experimento. La planta seca se molié en un
molino, y se pusieron 20 g del Corydalis Tuber molido en etanol-agua al 0%, 15%, 30%, 50%, 70%, 85% y 96% (160
ml) y se agité a temperatura ambiente durante 72 horas. Después, la mezcla resultante se extrajo, se filtré y se
concentro a 55-65 °C bajo una presion baja, y se liofilizé usando el mismo procedimiento que en el Ejemplo 1-1 para
obtener un extracto de Corydalis Tuber (0,36-2,94 g) (Tabla 2: Rendimientos de extractos de Corydalis Tuber como
un tipo de disolvente).

[Tabla 2]

Planta| disolvente | Cantidad de [lavado| Temperatura de Tiempo de Rendimiento Rendimiento

disolvente extraccion extraccion obtenido (g) (%)
20 g |EtOH 96% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 0,36 1,8
20 g |EtOH 85% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 0,84 4,2
20 g |EtOH 70% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 1,3 6,5
20 g |EtOH 50% 160 mi 20 ml t.a. 3 dias 1,65 8,3
20 g |EtOH 30% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 1,92 9,6
20 g |EtOH 15% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 2,16 10,8
2049 Agua 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 2,94 14,7

100%
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1-3. Preparacion de un extracto de Pharbitidis Seed

Se compro Pharbitidis Seed en una tienda de medicina de plantas China del mercado de Kyung-dong, se lavo
usando agua para retirar adulteraciones y se secO para usar en el experimento. La planta seca se molid en un
molino, y se pusieron 20 g de la Pharbitidis Seed molida en etanol-agua al 0%, 15%, 30%, 50%, 70%, 85% y 96%
(160 ml) y se agitd a temperatura ambiente durante 72 horas. Después la mezcla resultante se extrajo, se filtro y se
concentro a 55-65 °C bajo una presion baja, y se liofilizé usando el mismo procedimiento que en el Ejemplo 1-1 para
obtener un extracto de Pharbitidis Seed (0,92-3,85 g) (Tabla 3: Rendimientos de extractos de Pharbitidis Seed como

un tipo de disolvente).

[Tabla 3]

Planta| Disolvente| Cantidad de |Lavado| Temperatura de Tiempo de Cantidad Rendimiento

disolvente extraccion extraccion obtenida (g) (%)
20 g | EtOH 96% 160 mi 20 ml t.a. 3 dias 0,92 4,6
20 g | EtOH 85% 160 mi 20 ml t.a. 3 dias 1,03 5,2
20 g | EtOH 70% 160 mi 20 ml t.a. 3 dias 1,27 6,4
20 g | EtOH 50% 160 mi 20 ml t.a. 3 dias 2,13 10,7
20 g | EtOH 30% 160 mi 20 ml t.a. 3 dias 2,14 10,7
20 g | EtOH 15% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 3,85 19,3
2049 Agua 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 3,77 18,9

100%

1-4. Preparacion de un extracto de Strychni Ignatii Semen

Se compro Strychni Ignatii Semen en una tienda de medicina de plantas China del mercado de Kyung-dong, se lavo
usando agua para retirar adulteraciones y se secO para usar en el experimento. La planta seca se moliéd en un
molino, y se pusieron 20 g de la Strychni Ignatii Semen molida en etanol-agua al 0%, 15%, 30%, 50%, 70%, 85% y
96% (160 ml) y se agitd a temperatura ambiente durante 72 horas. Después la mezcla resultante se extrajo, se filtré
y se concentro a 55-65 °C bajo una presion baja, y se liofilizé usando el mismo procedimiento que en el Ejemplo 1-1
para obtener un extracto de Strychni Ignatii Semen (0,59-5,41 g) (Tabla 3: Rendimientos de extractos de Strychni
Ignatii Semen como un tipo de disolvente).

[Tabla 4]

Planta| Disolvente| Cantidad de |Lavado| Temperaturade Tiempo de Cantidad Rendimiento
disolvente extraccion extraccion obtenida (g) (%)
20 g | EtOH 96% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 0,59 3,0
20 g | EtOH 85% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 2,26 11,3
20 g | EtOH 70% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 3,69 18,5
20 g | EtOH 50% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 3,88 19,4
20 g | EtOH 30% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 4,3 21,5
20 g | EtOH 15% 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 4,96 24,8
2049 Agua 160 ml 20 ml t.a. 3 dias 5,41 27 1

100%

Ejemplo 2. Preparacion de un extracto soluble en disolvente polar y un extracto soluble en disolvente no

polar

2-1. Preparacion de un extracto soluble en hexano

Se disolvieron 10 g de extractos de etanol al 50% del Ejemplo 1 cada uno en 100 ml de agua destilada y 80 ml de
metanol, se pusieron en un embudo separador y se mezclaron fuertemente para separar una capa de agua y una
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capa de hexano. Se pusieron de nuevo 180 ml de hexano en la capa de agua, se mezclaron y se separaron para
obtener un extracto soluble en hexano y un extracto insoluble en hexano.

2-2. Preparacion de un extracto soluble en cloroformo

El extracto insoluble en hexano (capa de agua) se mezclé con 160 ml de cloroformo para separar una capa de
cloroformo y una capa de agua. La capa de agua se afiadio a 160 ml de cloroformo y se mezcld para obtener un
extracto soluble en cloroformo y un extracto insoluble en cloroformo.

2-3. Preparacion de un extracto soluble en etilacetato

El extracto insoluble en cloroformo (capa de agua) se mezclé con 140 ml de etilacetato para separar una capa de
etilacetato y una capa de agua. La capa de agua se afadio a 140 ml de etilacetato y se mezcl6 para obtener un
extracto soluble en etilacetato y un extracto insoluble en etilacetato.

2-4. Preparacion de un extracto soluble en butanol

El extracto insoluble en etilacetato (capa de agua) se mezclé con 40 ml de butanol para separar una capa de butanol
y una capa de agua. La capa de agua se afiadioé a 20 ml de butanol y se mezclé para obtener un extracto soluble en
butanol y un extracto insoluble en butanol.

Los extractos solubles en hexano, cloroformo, etilacetato y butanol, y los extractos insolubles en hexano, cloroformo,
etilacetato y butanol se concentraron bajo una presion baja, y después se liofilizaron para obtener un extracto
soluble en hexano (0,2-0,4 g), un extracto soluble en cloroformo (0,1-0,3 g), un extracto soluble en etilacetato (0,3-
0,6 g), un extracto soluble en butanol (0,8-1,6 g) y un extracto soluble en agua (1,5-3,0 g). Los resultados se
muestran en la Tabla 5 (El rendimiento de los extractos solubles en disolvente polar y en disolvente no polar de
diversas plantas).

[Tabla 5]
Planta Disolvente Cantidad de | Temperatura de Cantidad Rendimiento
secuencialmente disolvente extraccion obtenida (g) (%)
fraccional
Sinapis Semen (extracto |Hexano 180 ml x 2 ta.* 0,2 2
de EtOH al 50%,10 g)
Cloroformo 160 ml x 2 t.a. 0,24 2,4
Etilacetato 160 ml x 2 t.a. 1,37 14
Butanol 40 ml, 20 ml t.a. 0,22 2,2
Corydalis Tuber (extracto |Hexano 180 ml x 2 t.a. 0,08 0,38
de EtOH al 50%,10 g)
Cloroformo 160 ml x 2 t.a. 0,86 2,9
Etilacetato 160 ml x 2 t.a. 1,17 12
Butanol 40 ml, 20 ml t.a. 0,02 0,07
Pharbitidis Seed (extracto | Hexano 180 ml x 2 t.a. 0,20 2,0
de EtOH al 50%,10 g)
Cloroformo 160 ml x 2 t.a. 0,11 1,1
Etilacetato 160 ml x 2 t.a. 0,32 3,2
Butanol 40 ml, 20 ml t.a. 0,81 8,1
Strychni Ignatii Semen |Hexano 180 ml x 2 t.a. 0,06 0,6
(extracto de EtOH al
50%,10 g) Cloroformo 160 ml x 2 t.a. 0,87 8,7
Etilacetato 160 ml x 2 t.a. 0,52 52
Butanol 40 ml, 20 ml t.a. - -

*t.a. significa temperatura ambiente.
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Ejemplo 3. Preparacion de mezclas de extractos de plantas

3-1. Preparacién de una mezcla de los extractos de Sinapis Semen, Corydalis Tubery Pharbitidis Seed

Los extractos de etanol al 50% obtenidos del Ejemplo 1 se mezclaron por las relaciones del extracto de Sinapis
Semen: el extracto de Corydalis Tuber: €l extracto de Pharbitidis Seed para que fueran de 30:10:1, 30:3:1, 10:10:1,
10:3:1, 10:1:1, 3:3:1 y 3:1:1 de peso en peso (p/p) para preparar 3-1-A, 3-1-B, 3-1-C, 3-1-D, 3-1-E, 3-1-F y 3-1-G
como mezclas molidas.

3-2. Preparacién de una mezcla de los extractos de Sinapis Semen y Corydalis Tuber

Los extractos de etanol al 50% obtenidos del Ejemplo 1 se mezclaron por las relaciones del extracto de Sinapis
Semen y el extracto de Corydalis Tuber para que fueran de 10:1, 3:1 y 1:1 peso en peso (p/p) para preparar 3-2-A,
3-2-B y 3-2-C como mezclas molidas

3-3. Preparacién de una mezcla de los extractos de Sinapis Semen y Pharbitidis Seed

Los extractos de etanol al 50% obtenidos del Ejemplo 1 se mezclaron por las relaciones del extracto de Sinapis
Semen y el extracto de Pharbitidis Seed para que fueran de 30:1, 10:1 y 3:1 de peso en peso (p/p) para preparar 3-
3-A, 3-3-B y 3-3-C como mezclas molidas

3-4. Preparacién de una mezcla de los extractos de Corydalis Tuber y Pharbitidis Seed

Los extractos de etanol al 50% obtenidos del Ejemplo 1 se mezclaron por las relaciones del extracto de Corydalis
Tubery el extracto de Pharbitidis Seed para que fueran de 10:1, 3:1y 1:1 de peso en peso (p/p) para preparar 3-4-A,
3-4-B y 3-4-C como mezclas molidas

3-5. Preparacién de una mezcla de los extractos de Corydalis Tuber y Strychni Ignatii Semen

Los extractos de etanol al 50% obtenidos del Ejemplo 1 se mezclaron por las relaciones del extracto de Corydalis
Tuber y el extracto de Strychni Ignatii Semen para que fueran de 3:1, 1:1 y 1:3 de peso en peso (p/p) para preparar
3-5-A, 3-5-B y 3-5-C como mezclas molidas.

3-6. Preparacién de una mezcla de los extractos de Pharbitidis Seed y Strychni Ignatii Semen

Los extractos de etanol al 50% obtenidos del Ejemplo 1 se mezclaron por las relaciones del extracto de Pharbitidis
Seed y el extracto de Strychni Ignatii Semen para que fueran de 1:1, 1:3 y 1:10 de peso en peso (p/p) para preparar
3-6-A, 3-6-B y 3-6-C como mezclas molidas.

3-7. Preparacion de una mezcla de los extractos de Sinapis Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed y Strychni
Ignatii Semen

Los extractos de etanol al 50% obtenidos del Ejemplo 1 se mezclaron por las relaciones de Sinapis Semen: el
extracto de Corydalis Tuber: el extracto de Pharbitidis Seed: el extracto de Strychni Ignatii Semen para que fueran
de 30:10:1:10, 30:10:1:3, 30:3:1:10, 30:3:1:3, 10:3:1:3, 10:10:1:10, 10:10:1:3, 10:3:1:10 y 3:3:1:3de peso en peso
(p/p) para preparar 3-7-A, 3-7-B, 3-7-C, 3-7-D, 3-7-E, 3-7-F, 3-7-G, 3-7-H y 3-7 como mezclas molidas.

<Ejemplo Experimental 1> ensayo de union del receptor 5-HT3 en los extractos del Ejemplo 1

Se realiz6 un ensayo de unién contra el receptor 5-HT3 originado de seres humanos para seleccionar un extracto de
plantas que tuviera afinidad por el receptor 5-HTs [Nagakura Y y col., Pharmacology properties of a novel
gastrointestinal prokinetics benzamide selective for human-5-HT4 receptor versus human 5-HT3 receptor. Pharma.
Research, 39(5), pp. 375-382, 1999; Miyake y col., Molecular cloning of human 5-hydroxytamine3 receptor:
heterogeneity in distribution and function among species. Mol. Pharmacology, pp. 407-416, 1995].

1-1. El extracto de Sinapis Semen

Se uso el gen del receptor 5-HT3 del N° de lista de secuencia 1 (HTRO3A0000, UMR cDNA Resource Center) para
transfectar células Cos-7 para preparar una membrana celular de un receptor en desarrollo. La membrana (proteina:
20 pg) se sembré en una placa de 96 pocillos y después se afiadieron a la placa un ligando marcado con isétopo y el
extracto de Sinapis Semen, y se mezclaron. Después la placa se incub6 a 25 °C durante 40 minutos, la radiactividad
de la placa se midié por un instrumento medidor de radiactividad beta (de sobremesa). Las tasas de inhibicion se
calcularon usando la siguiente Féormula Matematica 1.

[Férmula Matematica 1]

Relacion de inhibicion (%) = 100-[(CPM de sustancia de busqueda — CPM de unién no especifica)/((CPM
global — CPM de union no especifica)x100]

(*CPM: cuentas por minuto)
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Como se muestra en la Tabla 6, el extracto de Sinapis Semen de etanol-agua al 50-96% mostr6 la mayor afinidad
por el receptor 5-HTs. La concentracion inhibidora al 50% (Clso) del extracto de Sinapis Semen de etanol-agua al
50% es 79,2 pug/ml (Tabla 7).

[Tabla 6]
Concentracion Relacion de
inhibicion (%)
Extracto de Sinapis Semen de EtOH 100 pg/ml 95,5
al 96%
300 pg/ml 100,6
Extracto de Sinapis Semen de EtOH 100 pg/ml 88,4
al 85%
300 pg/ml 94,3
Extracto de Sinapis Semen de EtOH 100 pg/ml 87,6
al 70%
300 pg/ml 98,3
Extracto de Sinapis Semen de EtOH 100 pg/ml 73,3
al 50%
300 pg/ml 93,0
Extracto de Sinapis Semen de EtOH 100 pg/ml 52,3
al 30%
300 pg/ml 79,3
Extracto de Sinapis Semen de EtOH 100 pg/ml 33,2
al 15%
300 pg/ml 57,4
Extracto de Sinapis Semen de agua 100 pg/ml 411
300 pg/ml 54,9
[Tabla 7]
Concentracion (ug/ml) Relacion de
inhibicion (%)
10 1,0
Extracto de EtOH al 30 8.0
50% 100 60,0
300 89,7

1-2. El extracto de Strychni Ignatii Semen

La afinidad del extracto de Strychni Ignatii Semen por el receptor 5-HT3 se midié usando el mismo procedimiento que
en el Ejemplo Experimental 1-1. Los resultados se muestran en las Tablas 8 y 9. Como se muestra en las Tablas 8 y
9, los extractos de Strychni Ignatii Semen de etanol-agua al 30-85% mostraron la mayor afinidad por el receptor 5-
HTs. La concentracion de inhibicion al 50% (Clso) del extracto de Strychni Ignatii Semen de etanol-agua al 50% es
144,9 ug/ml (Tabla 9).
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[Tabla 8]
Concentracion Relacion de
inhibicion (%)
Extracto de Strychni Ignatii Semen de EtOH| 300 pg/ml 77,8
al 96%
1000 pg/ml 79,8
Extracto de Strychni Ignatii Semen de EtOH| 300 pg/ml 70,2
al 85%
1000 pg/ml 93,6
Extracto de Strychni Ignatii Semen de EtOH| 300 pg/ml 67,6
al 70%
1000 pg/ml 89,0
Extracto de Strychni Ignatii Semen de EtOH| 300 pg/ml 72,6
al 50%
1000 pg/ml 87,6
Extracto de Strychni Ignatii Semen de EtOH| 300 pg/ml 70,8
al 30%
1000 pg/ml 87,5
Extracto de Strychni Ignatii Semen de EtOH| 300 pg/ml 60,4
al 15%
1000 pg/ml 80,0
Extracto de Strychni Ignatii Semen de Agua 300 pg/ml 66,4
1000 pg/ml 86,1
[Tabla 9]
Concentracion (ug/ml) Relacion de
inhibicion (%)
30 20,0
Extracto de etanol al 100 40,0
50% 300 69,3
1000 84,3

<Ejemplo Experimental 2> ensayo de union al receptor 5-HT, de los extractos del Ejemplo 1

Se realizé un ensayo de union contra el receptor 5-HT,4 originado en seres humanos para seleccionar un extracto de
plantas que tuviera afinidad por el receptor 5-HT, [Nagakura Y y col., Pharmacology properties of a novel
gastrointestinal prokinetics benzamide selective for human-5-HT4 receptor versus human 5-HT3 receptor. Pharma.
Research, 39(5), pp.375-382, 1999; Wyngaert IV y col., Cloning and expression of a human serotonin 5-HT4 receptor
cDNA. J. Neurochemistry. 69(5) pp. 1810-1819, 1997].

2-1. El extracto de Corydalis Tuber

Se uso6 un gen del receptor 5-HT4 de la lista de secuencia N° 2 (HTR0400000, UMR cDNA Resource Center) para
transfectar células Cos-7 para preparar una membrana celular como un receptor en desarrollo. La membrana
(proteina: 20 pg) se sembré en placas de 96 pocillos, y después se afiadié un ligando marcado con isétopo y el
extracto de Corydalis Tuber a la placa, y se mezcl6. Después de incubar la placa a 25 °C durante 40 minutos, la
radiactividad de la placa se midié por un instrumento de medicién de radiactividad beta (de sobremesa). Las tasas
de inhibicion se calcularon usando la siguiente Formula Matematica 2.

[Férmula Matematica 2]

Relacion de inhibicion (%) = 100-[(CPM de sustancia de busqueda — CPM de unién no especifica)/((CPM
global — CPM de union no especifica)x100] (*CPM: cuentas por minuto)

13



ES 2435456 T3

Como se muestra en las Tablas 10 y 11, el extracto de Corydalis Tuber de etanol-agua al 50-96% mostré la mayor
afinidad por el receptor 5-HT4. La concentracién inhibidora al 50% (Clso) del extracto de Corydalis Tuber de etanol-
agua al 50% es 43,4 pg/ml.

[Tabla 10]
Concentracion Relacion de
inhibicion (%)
Extracto de Corydalis Tuber de EtOH 100 pg/ml 86,2
al 96%
300 pg/ml 99,5
Extracto de Corydalis Tuber de EtOH 100 pg/ml 86,8
al 85%
300 pg/ml 99,6
Extracto de Corydalis Tuber de EtOH 100 pg/ml 81,1
al 70%
300 pg/ml 99,3
Extracto de Corydalis Tuber de EtOH 100 pg/ml 70,5
al 50%
300 pg/ml 99,7
Extracto de Corydalis Tuber de EtOH 100 pg/ml 60,0
al 30%
300 pg/ml 85,9
Extracto de Corydalis Tuber de EtOH 100 pg/ml 53,3
al 15%
300 pg/ml 80,2
Extracto de Corydalis Tuber de agua 100 pg/ml 27,3
300 pg/ml 77,2
[Tabla 11]
Concentracion (ug/ml) Relacion de
inhibicion (%)
10 22,3
Extracto de etanol al 30 37,7
50% 100 65,1
300 94,9

2-2. El extracto de Pharbitidis Seed

La afinidad del extracto de Pharbitidis Seed por el receptor 5-HT3; se midié usando el mismo procedimiento que en el
Ejemplo Experimental 2-1. Los resultados se muestran en las Tablas 12 y 13. Como se muestra en las Tablas 12y
13, los extractos de Pharbitidis Seed de etanol-agua al 50-96% mostraron la mayor afinidad por el receptor 5-HT,. La
concentracion inhibidora al 50% (Clso) del extracto de Pharbitidis Seed de etanol-agua al 50% es 65,6 pg/ml.
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[Tabla 12]
Concentracion Relacion de
inhibicion (%)
Extracto de Pharbitidis Seed de EtOH 100 pg/ml 61,2
al 96%
300 pg/ml 90,2
Extracto de Pharbitidis Seed de EtOH 100 pg/ml 53,7
al 85%
300 pg/ml 90,3
Extracto de Pharbitidis Seed de EtOH 100 pg/ml 67,1
al 70%
300 pg/ml 89,8
Extracto de Pharbitidis Seed de EtOH 100 pg/ml 53,2
al 50%
300 pg/ml 87,4
Extracto de Pharbitidis Seed de EtOH 100 pg/ml 47,5
al 30%
300 pg/ml 52,9
Extracto de Pharbitidis Seed de EtOH 100 pg/ml 23,2
al 15%
300 pg/ml 48,5
Extracto de Pharbitidis Seed de agua 100 pg/ml 25,3
300 pg/ml 44,7
[Tabla 13]
Concentracion (ug/ml) Relacion de
inhibicion (%)
10 11,4
Extracto de etanol al 30 20,7
50% 100 66,0
300 84,9

<Ejemplo Experimental 3> ensayo de union del receptor 5-HT: y receptor 5-HT, de extractos solubles en
disolvente polar y en disolvente no polar del Ejemplo 2

3-1. Sinapis Semen y Strychni Ignatii Semen

Las afinidades por el receptor 5-HT3 de los extractos extraidos de hexano, cloroformo, etilacetato y agua del Ejemplo
2 se midieron mediante un ensayo de unién contra el receptor 5-HT3 originado en seres humanos. El procedimiento
de experimento fue el mismo que en el Ejemplo Experimental 1-1, y los extractos de disolvente polar y de disolvente
no polar tuvieron las concentraciones mostradas en la Tabla 14. Como se muestra en la Tabla 14, el extracto
(fraccion) de cloroformo fue el mas eficaz.

[Tabla 14]
Concentracion Relacion de
inhibicion (%)
Fraccion de hexano de Sinapis Semen 100 pg/ml 1,3

300 pg/ml 4,6
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(continuacion)

Concentracion Relacion de
inhibicion (%)
Fraccion de cloroformo de Sinapis Semen 100 pg/ml 63,9
300 pg/ml 87,3
Fraccion de etilacetato de Sinapis Semen 100 pg/ml 59,3
300 pg/ml 79,0
Fraccion de agua de Sinapis Semen 100 pg/ml 22,8
300 pg/ml 69,6
Fraccion de hexano de Strychni Ignatii Semen 100 pg/ml 1,9
300 pg/ml 1,8
Fraccion de cloroformo de Strychni Ignatii 100 pg/ml 70,5
Semen
300 pg/ml 90,6
Fraccion de etilacetato de Strychni Ignatii 100 pg/ml 19,0
Semen
300 pg/ml 45,6
Fraccion de agua de Strychni Ignatii Semen 100 pg/mi 6,0
300 pg/ml 27,5

3-2. Corydalis Tubery Pharbitidis Seed

Se compararon las afinidades por el receptor 5-HT4 de los extractos extraidos de hexano, cloroformo, etilacetato y
agua del Ejemplo 2. El procedimiento de experimento fue el mismo que en el Ejemplo Experimental 1-1. Como se
muestra en la Tabla 15, el extracto (fraccion) de cloroformo fue el mas eficaz.

[Tabla 15]
Concentracion Relacion de
inhibicion (%)
Fraccion de hexano de Corydalis Tuber 100 pg/ml 0,3
300 pg/ml 21,0
Fraccion de cloroformo de Corydalis 100 pg/ml 86,8
Tuber
300 pg/ml 99,6
Fraccion de etilacetato de Corydalis 100 pg/ml 44,9
Tuber
300 pg/ml 79,7
Fraccion de agua de Corydalis Tuber 100 pg/ml 34,5
300 pg/ml 45,4
Fraccion de hexano de Pharbitidis Seed 100 pg/ml 41,9
300 pg/ml 53,8
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(continuacion)

Concentracion Relacion de
inhibicion (%)
Fraccioén de cloroformo de Pharbitidis 100 pg/ml 68,9
Seed
300 pg/ml 74,1
Fraccion de etilacetato de Pharbitidis 100 pg/ml 52,6
Seed
300 pg/ml 34,2
Fraccién de agua de Pharbitidis Seed 100 pg/ml 48,0
300 pg/ml 57,1

<Ejemplo Experimental 4> Efecto antagonista de los extractos del Ejemplo 1 en receptores 5-HT3 usando el
colon de cobaya

Se realiz6 un experimento de bafio organico usando el colon de cobaya y los extractos de etanol al 50% del Ejemplo
1 para medir los efectos antagonistas de los extractos en el receptor 5-HT3; (Briejer M y col., The in vitro
pharmacological profile of prucalopride, a novel enterokinetic compound. European Journal of Pharmacology 423,
pp. 71-83, 2001).

Se realiz6 laparotomia para extirpar el colon de cobaya después de asfixia con CO.. El colon extirpado se fijo con
dos estribos paralelos.

El colon se estabilizé al menos durante 30 minutos antes de tratarse con los extractos, y gradualmente la tension del
colon se hizo 1 g (la tension antes de cargar la muestra es 0,0 g). Para la respuesta a los extractos, se afadié
metacolina (3 uM) al colon para inducir contraccion del colon. El colon se estabilizé durante 15 minutos, se traté con
los extractos para hacer que cada muestra tuviera la misma concentracion, y se cultivd durante 15 minutos. Después
de tratarse con serotonina (5-HT) 0,1 uM, se comprobd la contraccion del colon, y después se lavé el colon, y se
traté con los extractos de forma repetida para preparar una muestra y 0,3 uM de serotonina (5-HT). Los efectos
inhibidores de la muestra después de tratarse con serotonina (5-HTs) 0,1, 0,3, 1, 3, 10 y 30 uM usando de forma
repetida el procedimiento se muestran en la siguiente Tabla 16. El valor de Clsg del extracto de Pharbitidis Seed de
etanol-agua al 50% fue 27,8 pug/ml, y el del extracto de Corydalis Tuber de etanol-agua al 50% fue 76,5 ng/ml, y el
del extracto de Strychni Ignatii Semen de un etanol-agua al 50% fue 138,7 pg/ml.

[Tabla 16]
Relacion de inhibicion para una contraccion inducida por 5-HT (%)
Concentracion | Sinapis Semen | Corydalis Tuber | Pharbitidis Seed | Strychni Ignatii Semen
30 pg/mi 4,4 30,4 73,3 -13,6
100 pg/ml 20,5 59,0 90,0 34,8
300 pg/ml 32,5 84,0 93,0 93,0

<Ejemplo Experimental 5> Efecto antagonista de los extractos del Ejemplo 1 en receptores 5-HT, usando el
segmento de es6fago de ratas macho Wister

Se realizd un experimento de bafio organico para segmento de eséfago de ratas macho Wister, y los extractos de
etanol al 50% del Ejemplo 1 para medir el efecto agonista de los extractos en los receptores 5-HT4. El procedimiento
de medicion se desveld en el documento de Briejer M y col., (The in vitro pharmacological profile of prucalopride, a
novel enterokinetic compound. European Journal of Pharmacology 423, pp. 71-83, 2001 Sonda S y col., Synthesis
and pharmacological properties of benzamide derivatives as selective serotonin 4 receptor agonists. Bioorganic &
Medicinal Chemistry, 12, pp.2737-2747, 2004).).

Se realiz6 laparotomia para extirpar el eséfago de ratas SD después de asfixia con CO;. El colon extirpado se fijo
con dos estribos paralelos.
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El colon se estabilizé al menos durante 60 minutos antes de tratarse con los extractos, y gradualmente la tensién del
esofago se hizo 1 g (la tension antes de cargar la muestra es 0,0 g) durante los primeros 30 minutos. Para la
respuesta de los extractos, se afiadio carbacol (3 uM) al es6fago para inducir contraccion, y el eséfago se estabilizo,
y después se traté con serotonina (5-HT) 0,1, 0,3, 1, 3, 10 y 30 uM para establecer el maximo de fuerza de relajacion
al 100% en este momento. Después de lavarse el eséfago, la solucion se cambid para estabilizacion durante 1 hora
a intervalos de 15 minutos. Después el esofago se traté con carbacol (3 uM) para inducir contraccion y se estabilizo.
Los efectos de contraccion del es6fago se midieron después de tratar con 3, 10, 30, 100, 300 pug/ml de los extractos.
En este momento, solamente los extractos que mostraban el efecto de contraccion del eséfago se trataron después
de tratarse con GR13808 (30 nM) y se midieron los efectos agonistas de los extractos en un receptor 5-HT4. Los
resultados se muestran en la siguiente Tabla 17.

Los valores de CEso (mediana de concentracion eficaz) del extracto de Corydalis Tuber de etanol-agua al 50% fue
12,1 pg/ml, y el del extracto de Pharbitidis Seed de etanol-agua al 50% fue 67,4 ug/mly el del extracto de Strychni
Ignatii Semen de etanol-agua al 50% fue 38,8 ng/ml.

[Tabla 17]
Reactividad por el cambio de una concentracion (%)
Concentracion | Sinapis Semen | Corydalis Tuber | Pharbitidis Seed | Strychni Ignatii Semen
3 pg/ml 11,0 23,9 5,9 12,3
10 pg/ml 16,8 37,9 -14,2 21,9
30 pg/mi 26,6 55,3 24,2 34,1
100 pg/ml 38,0 76,3 55,1 50,8
300 pg/ml 74,0 129,3 95,0 101,6

<Ejemplo Experimental 6> Confirmacion del efecto de vaciado gastrico retardado de los extractos.

Los efectos de vaciado gastrico retardados de los extractos de etanol-agua al 50% en el Ejemplo 1 y las mezclas del
Ejemplo 3 se midieron usando modelo de vaciado gastrico retardado (Ozaki A y Sukamoto y col., Improvement of
cisplatin-induced emesis and delayed gastric emptying by KB-R6933, a novel 5-HT3 receptor antagonist. General
pharmacology, 33, pp. 283-288, 1999).

Se criaron ratas SD macho de 200-250 g con aporte de alimento y agua convencional a 22-24 °C y 60-80% HR (%
de humedad relativa) durante 1 semana. Las ratas se dividieron por peso, y se privaron de alimento durante 24
horas. Cada uno de los extractos se disolvid en dosificacion fija de solucion salina fisiolégica o
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC 3%) y la solucion se administrd por via oral a las ratas. Después de 60 minutos, se
administro cisplatino 10 mg/kg (disuelto en solucién salina fisioldgica a 50 °C y enfriado a 37 °C en el momento de la
administracion) a una cavidad abdominal de las ratas. Se administraron por via oral 1,5 ml de alimento de ensayo
semisdlido (solucién de rojo fenol al 0,05% que contenia MC 1,5%) a cada rata. Después de 15-30 minutos, las ratas
se sacrificaron para retirar el estbmago, y se midié la cantidad del rojo fenol restante en el estbmago. El estébmago y
los contenidos se disolvieron en 100 ml de solucion de NaOH 0,1 N durante 20 segundos, y se dejaron a
temperatura ambiente durante 1 hora. Se movieron 5 ml del homogeneizado al tubo. Después se afadieron 0,5 ml
de &cido tricloroacético (20%) al tubo para precipitacién de proteinas, y el tubo se centrifugd a 2500 x g durante 20
minutos. Se afiadieron 2 ml de solucion NaOH 0,5 N al mismo como liquido equivalente, y la absorbancia se midié a
560 nm (ABSseonm)- La velocidad de vaciado gastrico se calcul6 por la siguiente Formula Matematica 3.

[Formula Matematica 3]
Vaciado gastrico (%) =[1 — (B/A)] X 100

A: La cantidad completa de rojo fenol recuperado del estdmago inmediatamente después de la administracion de
rojo fenol
B: La cantidad de rojo fenol restante en el estmago después de la administracion de rojo fenol

Los resultados acerca de los efectos del vaciado gastrico retardado de los extractos y mezclas de los mismos se
muestran en las siguientes Tablas 18 y 19. Cada extracto mostro el efecto de vaciado gastrico retardado (Tabla 18)
y las mezclas de los extractos mostraron el efecto de vaciado gastrico retardado (Tabla 19). Particularmente, la
mezcla de los extractos de Corydalis Tuber y Pharbitidis Seed y la mezcla de los extractos de Corydalis Tuber y
Strychni Ignatii Semen fueron las mas eficaces.

1) El efecto de vaciado gastrico retardado de los extractos
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[Tabla 8]

Dosificacion (mg/kg)

Relacion de vaciado gastrico (%)

Normal - 84,4
Control - 54,6
1 50,7
10 67,9

Sinapis Semen
30 81,7
100 81,5

Dosificacion (mg/kg)

Relacién de vaciado gastrico (%)

Normal - 68,4
Control - 43,2
1 38,6
10 64,7

Corydalis Tuber
30 64,5
100 63,7

Dosificacion (mg/kg)

Relacion de vaciado gastrico (%)

Normal - 79,3
Control - 43,0

1 40,6

3 73,2

Pharbitidis Seed

10 72,8

30 70,3

Dosificacion (mg/kg) Relacion de vaciado gastrico (%)

Normal - 85,2
Control - 68,8

3 72,3

Strychni Ignatii Semen 10 85,9
30 85,4

En la tabla anterior “normal” representa un grupo normal sin cisplatino y el extracto de la presente invencion, y

“control” representa un grupo de control positivo con una solucion salina fisiolégica.

2) El efecto de vaciado gastrico retardado de las mezclas de los extractos
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[Tabla 19]
Relacién Dosificacion Relacion de vaciado
mixta (mg/kg) gastrico (%)
Normal 90,2
Control 69,0
Sinapis Semen+Corydalis Tuber+Pharbitidis Seed | 30:10:1:10 40 69,0
+Strychni Ignatii Semen 301013 0 867
30:3:1:10 40 88,0
30:3:1:3 40 89,0
10:3:1:3 40 88,7
10:10:1:10 40 85,2
10:10:1:3 40 85,9
10:3:1:10 40 87,1
3:3:1:3 40 87,8
30:10:1 30 77,7
30:3:1 30 89,1
10:10:1 30 78,2
Sinapis Semen+Corydalis Tuber+Pharbitidis Seed 10:3:1 30 89,0
10:1:1 30 76,9
3:3:1 30 85,6
3:1:1 30 79,8
Sinapis Semen+Corydalis Tuber 10:1 10 77,2
3:1 10 84,1
1:1 10 76,9
Sinapis Semen+ Pharbitidis Seed 30:1 10 78,2
10:1 10 89,3
3:1 10 77,9
Corydalis Tuber+Pharbitidis Seed 10:1 10 89,1
3:1 10 95,4
1:1 10 92,5
Corydalis Tuber+Strychni Ignatii Semen 3:1 10 89,4
1:1 10 90,1
1:3 10 89,9
Pharbitidis Seed +Strychni Ignatii Semen 1:1 10 88,5
1:3 10 89,0
1:10 10 87,2

En la tabla anterior “normal” representa un grupo normal sin cisplatino y un extracto de la presente invencion, y
“control” representa un grupo de control positivo con una solucion salina fisiolégica.
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<Ejemplo Experimental 7> Confirmacion del efecto retardado de vaciado gastrico semisdlido de los
extractos

Los efectos de vaciado gastrico semisolido de los extractos etanol-agua al 50% en el Ejemplo 1 y las mezclas del
Ejemplo 3 se midieron usando un modelo de vaciado gastrico semisolido (Calatayud S, Garcia-Zaragoza E,
Hernandez C, Quintana E, Felipo V, Esplugues JV, Barrachina MD. Downregulation of nNOS and synthesis of PGs
associated with endotoxin-induced delay in gastric emptying. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. Dic 2002;
283(6): G1360-7).

Se criaron ratas SD macho de 200-250 g con aporte de alimento y agua convencional a 22-24 °C y 60-80% HR (%
de humedad relativa) durante 1 semana. Las ratas se dividieron por peso, y se privaron de alimento durante 24
horas. Durante el tiempo de privacion de alimento, se proporcioné agua para beber, pero el aporte se detuvo 3 horas
antes del experimento. Cada extracto se disolvi6 en dosificacion fija de solucion salina fisiolégica o
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC 3%) y la solucidon se administré por via oral a la rata. Después de 45 minutos, se
administré por via oral a cada rata 2 ml de alimento de ensayo semisdlido (solucion de rojo fenol al 0,05% que
contenia MC 1,5%) preparado triturando un alimento animal disuelto en agua. Después de 35 minutos, las ratas se
sacrificaron para retirar el estdmago, y se peso el estdmago que tenia alimento de ensayo semisolido. Se calcularon
las velocidades de vaciado gastrico por la siguiente Férmula Matematica 4.

[Formula Matematica 4]

Vaciado gastrico (%) = [1 — (peso de alimento semisdlido restante en el estomago / peso de alimento
semisolido restante en el estomago a las 0 horas)] X 100

(El “peso de alimento semisdlido restante en el estdbmago a las 0 horas” se mide a partir del alimento semisoélido
restante obtenido del estbmago inmediatamente después de su administracion)

Los resultados acerca de los efectos retardantes del vaciado gastrico de los extractos y sus mezclas se muestran en
las siguientes Tablas 20 y 21. Cada extracto mostré el efecto retardante del vaciado gastrico (Tabla 20) y la mezcla
de los extractos mostré6 mas efecto retardante del vaciado gastrico eficaz (Tabla 21) que los extractos.
Particularmente, la mezcla de los extractos de Corydalis Tuber y Pharbitidis Seed, y la mezcla de los extractos de
Corydalis Tubery Strychni Ignatii Semen fueron las mas eficaces.

1) El efecto de vaciado gastrico semisolido de los extractos

[Tabla 20]
Dosificacion Relacion de vaciado

(mg/kg) gastrico (%)
Control - 31,5
Sinapis Semen 1 36,0
10 36,2
30 47,3
100 44 .4
Control - 341
Corydalis Tuber 1 38,7
10 55,6
30 47,4
100 48,6
Control - 33,0
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(continuacion)

Dosificacion Relacién de vaciado
(mg/kg) gastrico (%)
Pharbitidis Seed 0,3 35,6
1 45,6
3 53,2
10 37,5
Control - 35,4
Strychni Ignatii Semen 1 38,4
3 42,7
10 53,0

En la tabla anterior “control” significa grupo de control al que se administra una solucion salina fisiolégica en lugar del
extracto.

2) El efecto de vaciado gastrico semisélido de las mezclas de extractos

[Tabla 21]
Relacién Dosificacion Relacion de vaciado
mixta (mg/kg) gastrico (%)
Control 20,4
30:10:1:10 40 48,9
30:10:1:3 40 49,0
30:3:1:10 40 50,8
30:3:1:3 40 53,2
Snapis SemensConale Taber Praniis | 0375 |0
10:10:1:10 40 44 4
10:10:1:3 40 47,6
10:3:1:10 40 48,5
3:3:1:3 40 52,1
30:10:1 30 47,3
30:3:1 30 51,2
10:10:1 30 48,0
Sinapis Semen+Corydalis Tuber+Pharbitidis Seed 10:3:1 30 49,4
10:1:1 30 45,7
3:3:1 30 50,5
3:1:1 30 445
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(continuacion)

Relacién Dosificacion Relacion de vaciado

mixta (mg/kg) gastrico (%)
10:1 10 45,6
Sinapis Semen+Corydalis Tuber 3:1 10 42,7
1:1 10 48,5
30:1 10 48,2
Sinapis Semen+Pharbitidis Seed 10:1 10 47,5
3:1 10 43,0
10:1 10 54,5
Corydalis Tuber+Pharbitidis Seed 3:1 10 57,8
1:1 10 445
3:1 10 48,3
Corydalis Tuber+Strychni Ignatii Semen 1:1 10 50,3
1:3 10 40,2
1:1 10 45,8
Pharbitidis Seed+Strychni Ignatii Semen 1:3 10 49,8
1:10 10 42,9

En la tabla anterior “control” significa grupo de control al que se administra una solucion salina fisiolégica en lugar del
extracto.

<Ejemplo Experimental 8> Confirmacion del efecto de movilidad gastrointestinal superior de los extractos

Se midié el efecto de movilidad gastrointestinal superior de los extractos de etanol-agua al 50% en el Ejemplo 1y las
mezclas del Ejemplo 3.

Se criaron ratas SD macho de 220-230 g con aporte de alimentos y agua convencional a 22-24 °C y 60-80% HR (%
de humedad relativa) durante 1 semana. Las ratas se dividieron por peso y las ratas se privaron de alimentos
durante 24 horas. Para inhibir el efecto de movilidad gastrointestinal superior, se administr6 1 mg/kg de atropina
(disuelta en solucion salina fisiolégica a 50 °C y enfriada a 37 °C en el momento de administracion) a la cavidad
abdominal de la rata. Después, se disolvié cada dosificacion fijada del extracto en solucién salina fisiologica o
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC 3%) y la solucién se administré por via oral a las ratas. Después de 1 hora, se
administrd 1 ml de dextrano marcado con isocianato de fluoresceina (FITC) (se usaron 5 mM de solucién de FITC
diluida hasta 10 veces en solucion salina fisiolégica) a cada rata. Después de 15 minutos, se realiz6 la autopsia de
las ratas. Se corté un intestino delgado desde la parte pildrica al apéndice en 10 partes iguales. Los tejidos se
sumergieron en 1 ml de solucién salina fisiologica, y se dejaron en un frigorifico. Después de 1 dia, se detectd la
fluorescencia de cada liquido equivalente. La relaciéon de distribuciéon de dextrano marcado con isocianato de
fluoresceina en el intestino delgado se obtuvo usando la Férmula Matematica 5 a partir de los valores detectados, y
la movilidad de un tracto gastrointestinal se representé en un centro geométrico de la distribucion de dextrano
marcado con isocianato de fluoresceina. El estdmago se separd y se pesé para medir el vaciado gastrico.

[Férmula Matematica 5]
1) Fraccion de fluorescencia por segmento = (fluorescencia de cada segmento / global)x100
2) Centro geométrico = [X (fraccion de fluorescencia por segmento X nimero de segmento)]/100

Los efectos de la movilidad gastrointestinal para cada extracto de plantas y mezclas de los mismos se muestran en
la siguiente Tabla 22 (el efecto retardado del efecto de movilidad gastrointestinal de los extractos de la presente
invencion) y Tabla 23 (el efecto de vaciado gastrico en el modelo retardado del efecto de movilidad gastrointestinal
de los extractos de la presente invencion). Se confirmé que las mezclas de extractos de plantas son mas eficaces
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que los extractos de plantas.

[Tabla 22]
Planta Dosificacion (relacion | Centro geométrico

mixta)
Control - - 3,46
Un extracto de plantas Sinapis Semen 30 3,62
Corydalis Tuber 30 4,25
Pharbitidis Seed 3 3,54
Strychni Ignatii Semen 10 3,96
Control - - 3,32
Una mezcla de extractos Sinapis Semen + Corydalis Tuber + 40 (30:3:1:3) 4,04

de plantas Pharbitidis Seed + Strychni Ignatii Semen
Sinapis Semen + Corydalis Tuber + 30 (30:3:1) 3,66
Pharbitidis Seed
Sinapis Semen + Corydalis Tuber 10 (10:1) 3,66
Sinapis Semen + Pharbitidis Seed 10 (30:1) 3,58
Corydalis Tuber + Pharbitidis Seed 10 (3:1) 4,09
Corydalis Tuber + Strychni Ignatii Semen 10 (1:1) 3,66
Pharbitidis Seed + Strychni Ignatii Semen 10 (1:3) 3:58
Control - - 3,32
Una mezcla de extractos Corydalis Tuber + Pharbitidis Seed 0,3 (3:1) 3,50
de plantas

1(3:1) 4,09
3(3:1) 3,66
10 (3:1) 3,66
30 (3:1) 3,58

En la tabla anterior, “control” significa grupo de control positivo tratado con una solucion salina fisiolégica en lugar del
extracto.
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[Tabla 23]

Planta

Dosificacion (relacion

Relacién de vaciado

mixta) gastrico (%)
Control - - 52,8
Un extracto de plantas Sinapis Semen 30 64,94
Corydalis Tuber 30 75,89
Pharbitidis Seed 3 59,48
Strychni Ignatii Semen 10 65,17
Control - - 48,28
Una mezcla de extractos de | Sinapis Semen + Corydalis Tuber 40 (30:3:1:3) 70,52
plantas + Pharbitidis Seed + Strychni
Ignatii Semen
Sinapis Semen + Corydalis Tuber 30 (30:3:1) 73,63
+ Pharbitidis Seed
Sinapis Semen + Corydalis Tuber 10 (10:1) 68,51
Sinapis Semen + Pharbitidis Seed 10 (30:1) 63,58
Corydalis Tuber + Pharbitidis 10 (3:1) 81,72
Seed
Corydalis Tuber + Strychni Ignatii 10 (1:1) 73,66
Semen
Pharbitidis Seed + Strychni Ignatii 10 (1:3) 73,58
Semen
Control - - 48,28
Una mezcla de extractos de Corydalis Tuber + Pharbitidis 0,3 (3:1) 71,60
plantas Seed
1(3:1) 82,73
3(3:1) 80,51
10 (3:1) 73,18
30 (3:1) 64,80

En la tabla anterior, “control” significa un grupo de control positivo tratado con una solucion salina fisiolégica en lugar

del extracto.

Los siguientes ejemplos de preparacion contienen uno o mas extractos seleccionados del grupo que consiste en

Sinapis Semen, Corydalis Tuber, Pharbitidis Seed y Strychni Ignatii Semen.

<Ejemplo de Preparacion 1> Preparacion de una forma farmacéutica inyectable

Los ingredientes se mezclaron y se llevaron a 2 ml de volumen total por un procedimiento conocido en la técnica. La

Los extractos del Ejemplo 1 100 mg

Metabisulfito sédico 3,0 mg
Metilparabeno 0,8 mg
Propilparabeno 0,1 mg

Agua destilada inyectable

Cantidad apropiada

mezcla se cargé en una ampolla de dosis de 2 ml, y se esterilizd para preparar una forma farmacéutica inyectable
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<Ejemplo de Preparacion 2> Preparacion de una forma farmacéutica inyectable

Los extractos del Ejemplo 2 10-30 mg

Metabisulfito sédico 3,0 mg
Metilparabeno 0,8 mg
Propilparabeno 0,1 mg

Agua destilada inyectable  Cantidad apropiada

Los ingredientes se mezclaron y se llevaron a 2 ml de volumen total por un procedimiento conocido en la técnica. La
mezcla se cargé en una ampolla de dosis de 2 ml, y se esterilizd para preparar una forma farmacéutica inyectable

<Ejemplo de Preparacion 3> Preparacion de una forma farmacéutica inyectable

Los extractos del Ejemplo 3 100-300 mg

Metabisulfito sédico 3,0 mg
Metilparabeno 0,8 mg
Propilparabeno 0,1 mg

Agua destilada inyectable  Cantidad apropiada

Los ingredientes se mezclaron y se llevaron a 2 ml de volumen total por un procedimiento conocido en la técnica. La
mezcla se cargé en una ampolla de dosis de 2 ml, y se esterilizd para preparar una forma farmacéutica inyectable

<Ejemplo de Preparacion 4> Preparacion de un comprimido

Los extractos del Ejemplo 1 100-300 mg

Lactosa 100 mg
Almidon 100 mg
Estearato de magnesio Cantidad apropiada

Los ingredientes se mezclaron y se usaron para realizar un comprimido mediante un procedimiento de preparacion
de comprimidos conocido en la técnica.

<Ejemplo de Preparacion 5> Preparacion de un comprimido

Los extractos del Ejemplo 2 10-30 mg

Lactosa 100 mg
Almidon 100 mg
Estearato de magnesio Cantidad apropiada

Los ingredientes se mezclaron y se usaron para realizar un comprimido mediante un procedimiento de preparacion
de comprimidos conocido en la técnica.

<Ejemplo de Preparacion 6> Preparacion de un comprimido

Los extractos del Ejemplo 3 100-1000 mg

Lactosa 100 mg
Almidon 100 mg
Estearato de magnesio Cantidad apropiada

Los ingredientes se mezclaron y se usaron para realizar un comprimido mediante un procedimiento de preparacion
de comprimidos conocido en la técnica.
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<Ejemplo Preparatorio 7> Preparacion de una capsula

Los extractos del Ejemplo 1 100-300 mg

Lactosa 50 mg

Almidon 50 mg

Talco 2mg

Estearato de magnesio Cantidad apropiada

Los ingredientes se mezclaron y se cargaron en una capsula de gelatina mediante un procedimiento de preparacion
de capsulas conocido en la técnica para preparar la capsula.

<Ejemplo Preparatorio 8> Preparacion de una capsula

Los extractos del Ejemplo 2 10-30 mg

Lactosa 50 mg

Almidon 50 mg

Talco 2 mg

Estearato de magnesio Cantidad apropiada

5 Los ingredientes se mezclaron y se cargaron en una capsula de gelatina mediante un procedimiento de preparacion
de capsulas conocido en la técnica para preparar la capsula.

<Ejemplo Preparatorio 9> Preparacion de una capsula

Los extractos del Ejemplo 3 100-1000 mg

Lactosa 50 mg

Almidon 50 mg

Talco 2 mg

Estearato de magnesio Cantidad apropiada

Los ingredientes se mezclaron y se cargaron en una capsula de gelatina mediante un procedimiento de preparacion
de capsulas conocido en la técnica para preparar la capsula.

10 <Ejemplo de Preparacion 10> Preparacion de formulacion liquida

Los extractos del Ejemplo 1 100-300 mg

Azucar 20g

Azlcar isomerizado 209

Especias de limén Cantidad apropiada

Agua purificada Cantidad para hacer el volumen total de la formulacién liquida 100 ml

Los ingredientes se mezclaron mediante un procedimiento de preparacion para formulacion liquida conocido en la
técnica, se cargaron en un frasco marrén de 100 ml y se esterilizaron para preparar una formulacion liquida.

<Ejemplo de Preparacion 11> Preparacion de formulacion liquida

Los extractos del Ejemplo 2 10-30 mg

Azucar 2049

Azlcar isomerizado 209

Especias de limén Cantidad apropiada

Agua purificada Cantidad para hacer el volumen total de formulacion liquida 10 ml

Los ingredientes se mezclaron mediante un procedimiento de preparacion para formulacion liquida conocido en la
15 técnica, se cargaron en un frasco marrén de 100 ml, y se esterilizaron para preparar una formulacion liquida.
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<Ejemplo de Preparacion 12> Preparacion de formulacion liquida

Los extractos del Ejemplo 3 100-1000 mg

Azucar 2049

Azlcar isomerizado 209

Especias de limén Cantidad apropiada

Agua purificada Cantidad para hacer el volumen total de la formulacién liquida 100 ml

Los ingredientes se mezclaron por un procedimiento de preparacion para formulacion liquida conocido en la técnica,
se cargaron en un frasco marrén de 100 ml y se esterilizaron para preparar una formulacion liquida.

Aplicabilidad industrial

Los extractos o mezclas de los mismos pueden usarse como una composicion farmacéutica para su uso en la
prevencion y tratamiento del trastorno de movilidad gastrointestinal, y como un alimento funcional sano para dicho
uso, puesto que pueden facilitar la movilidad gastrointestinal mediante antagonismo del receptor HT3 y/o agonismo
del receptor HT4.

Listado de secuencias

<110> Dong-A Pharm. Co., Ltd.
<120> Extracto de plantas y la composicion que lo contiene
<130> DAP12867PCTEPD1

<140> Solicitud divisional del documento EP 07 715 402.9
<141> 27-02-2007

<150> KR 10-2006-0019261
<151> 28-02-2006

<160> 2
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 1506
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<221> Homo sapiens

<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: receptor de 5-hidroxitriptamina (serotonina) humana
HTR3A (natural) clonado en pcDNA3.1+ (Invitrogen) en BamHI (5’) y Xhol (3’). La fase abierta de lectura se
amplifico por la PCR del clon de Image (2821710)"

<400> 1
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ttggtaccga

tcctecccac

ctctgetgag

gggactggag

tggatgagaa

agtttcteca

acagcatctg

atatccegta

gcteggatece

actcctggeca

gctgteggat

gaagcecaacc

gaatcaggtg

gtggaaccct

ggtcccggac

cgtgtatatt

29

accatgctgce

caddggagaay

taccttttga

accgtatcca

ctgaccacct

gaggactttyg

attctcatca

cggcatcaag

tgtgggtcca
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ccaactacag

ttgacgtcat

acatctggta

acaacatcac

atgagttegt

gcgaagttca



gaactacaaqg
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1500
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tggtgactgc

tgaccttcac

cagaaaaggt

gggtgctgcc

agttctatgt

gcatcttect

gggtctcttt

acacgctgece

tggctctgct

aagacctgca

ggctactttg

ccaagactga

acttcgagaa

tggcggtgtg

atgagatccg

tattccacat

ccatctggca

ctgtagcete

cagttggcetg

gaaatccgac

ctactttegg

ggtcatccge

catggtcatg

caagattaca

ggccactgec

ggtgataagt

gcagcccgtg

cctgagggag

tgactgctca

gagcccgagy

tgggctgctg

agaggtggee

ttacctgctyg

gtacgecttga

gacatctaca

cacaccatcc

aggagtgtct

gagttcagca

cggcggceccece

gacatcgtgyg

ctcctectgy

atcggcactce

ttggecgaga

cctgecttgge

cagtcaactt

gccatgggaa

gacagatgta

caggagctgt

cgagactggc

gcggtgctgg

ctcgagtcta

acttccectt

aggacatcaa

tcatgaacca

tggaaagcag

tcttctatgt

gcttctacct

gctacteggt

ctctcattgg

ccatcttcat

tgegtcacct

cccagaggcc

accactgcag

gccctceecec

cetccatecg

tgcgcgtggg

cctacagcat

gagggecccecgt

<210> 2
<211> 1259
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<221> Homo sapiens
<223> /nota = "Descripcion de secuencia artificial: receptor de 5-hidroxitriptamina (serotonina) humana 4
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(HTR4) (natural) clonado en pcDNA3.1+ (Invitrogen) en EcoRI (5') y Xhol (3’). La fase abierta de lectura se
amplifico por la PCR de ADNc de cerebro humano (Clontech)"

<400> 2
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agactacact
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REIVINIDICACIONES

1. Una composicion que consiste en un extracto de plantas de Corydalis Tuber, junto con un extracto de plantas
adicional seleccionado de Pharbitidis Seed y Strychni Ignatii Semen, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable o
agentes de adicion sitologicamente aceptables para uso en la prevencién o tratamiento del trastorno de movilidad
gastrointestinal, en la que la relacion de mezcla de los extractos de plantas en la composicién se selecciona de

(a) una relacion de mezcla del extracto de plantas de Corydalis Tuber: el extracto de plantas de Pharbitidis Seed
de 1:1a10:1 (p/p); o

(b) una relacién de mezcla del extracto de plantas de Corydalis Tuber: el extracto de plantas de Strychni Ignatii
Semen de 3:1 a 1:3 (p/p).

2. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el trastorno de movilidad gastrointestinal es
un trastorno originado de hiperactividad del receptor 5-HT3 y/o antagonismo del receptor 5-HT,.

3. La composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el trastorno de movilidad gastrointestinal es
un trastorno seleccionado de dispepsia funcional tal como saciedad temprana, dolor, insuficiencia epigastrica, una
falsa sensacion de saciedad, ardor de estdmago, nauseas y vomitos; dispepsia ulcerante, dispepsia no ulcerante;
esofagitis de reflujo, paralisis de la movilidad gastrica; estrefiimiento; sindrome del intestino irritable; colitis
hipersensible; trastorno de la movilidad gastrointestinal diabética; trastorno de movilidad gastrointestinal originado
por quimioterapia; y trastorno de movilidad del tracto digestivo originado por atresia intestinal y trastorno intestinal
gastrico originado por distrofia miotonica.

4. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la composicion es un alimento de cuidados
sanitarios.

5. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que el alimento de cuidados sanitarios es polvo,
granulo, comprimido, capsula, jarabe o bebida.

6. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en la que el uso es para facilitar la movilidad
gastrointestinal.

7. La composicion para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el extracto de
plantas se extrae de

(a) agua, un alcohol inferior de C1-C4, o un disolvente mezclado de los mismos; o
(b) disolvente no polar seleccionado de hexano, cloroformo y etilacetato.

8. La composicién para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la mezcla de
extracto de plantas consiste en los extractos de plantas de Corydalis Tuber y Pharbitidis Seed.

9. La composiciéon para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la mezcla de
extracto de plantas consiste en los extractos de plantas de Corydalis Tubery Strychni Ignatii Semen.
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A B C D

A: Strychni Ignatii Semen
B: Sinapsis Semen

C: Pharbitidis Seed

D: Corydalis Tuber
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A B C D mixto

A: Strychni Ignatii Semen

B: Sinapsis Semen
C: Pharbitidis Seed
D: Corydalis Tuber
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Fig. 3
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