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DESCRIPCION 

Prepared& medicinal que contiene glicosidos feniletanoides extraidos de Cistanche tubulosa 

Campo de la invencion  

La presente invencion se refiere, en general, a una prepared& medicinal derivada de una planta herbacea, y mas 

5 particularmente a una preparaciOn medicinal que contiene glicosidos feniletanoides que se extraen de una planta 

herbacea que pertenece al genero Cistanche . La prepared& se usa como un principio activo de un tarmac° capaz 

de prevenir la demencia senil. La presente invencion tambien incluye un procedimiento para la fabricaci6n de la 

preparaci6n medicinal asi como los usos de la prepared& medicinal. 

Antecedentes de la invencion  

10 Las personas de edad avanzada son vulnerables generalmente a diversos deterioros fisicos y mentales para los que 

a menudo no existe un remedio universal. La demencia senil es uno de estos casos. Sin embargo, existe la 

evidencia clinica de que los tallos carnosos de las hierbas que pertenecen al genero Cistanche son eficaces en el 

tratamiento de infertilidad, impotencia, estreriimiento, etc. Adernas, la prepared& hecha de los tallos carnosos de 

hierbas perennes tales como las que se han descrito anteriormente es nutritive para la sangre y el rifion. Estas 

15 hierbas parasites y perennes se cultivan extensamente en las provincias del noroeste de China y se conocen 

localmente como "ginseng del desierto". La especie del genero Cistanche cultivada con mayor abundancia es 

Cistanche tubulosa (Schrenk.) Wight. 

De acuerdo con una investigacion sisternatica realizada por cientificos japoneses sobre los constituyentes quimicos 

y las actividades farmacologicas de las hierbas perennes (genet.° Cistanche) , los glicOsidos feniletanoides son los 

20 principios activos principales de estas hierbas perennes. Tales ingredientes activos son eficaces antioxidantes, 

estimulantes metabolicos, potenciadores de la memoria, potenciadores sexuales, etc. Numerosos investigadores han 

estudiado las propiedades medicinales de diversos compuestos glicosidos feniletanoides. Para tal informacion, se 

hace referencia a las siguientes publicaciones: Sato T., y col. Yakugaku Zasshi, 1985, 105 (12): 1131; Jimenez C, y 

col. Nat Prod Rep, 1994, 11 (6): 591; Cometa F., y col. Fitoterapia, 1993, 64(3): 195. 

25 Sumario de la invencion  

Los inventores de la presente invencion han empleado mas de diez efts de experiencias de investigacion sobre las 

hierbas perennes del genero Cistanche. Entre todas las especies del genero Cistanche , una especie, Cistanche 

tubulosa (Schrenk.) Wight, contiene la mayor cantidad de compuestos glicOsidos feniletanoides. Los inventores de la 

presente invenci& presentan un nuevo procedimiento para la extracci& de glicosidos feniletanoides de Cistanche 

30 tubulosa (Schrenk.) Wight, asi como una prepared& medicinal que contiene glicosidos feniletanoides. Como 

resultado de un cierto numero de ensayos farmacologicos realizados por los inventores de la presente invencion, se 

comprobo que la preparaciOn medicinal tiene un efecto significativo sobre la potenciacion de la memoria, prevencion 

de trombosis, inhibicion de la agregaci6n de plaquetas sanguineas, etc. 

El objetivo principal de la presente invencion es proporcionar una prepared& medicinal que contiene glicOsidos 

35 feniletanoides que se extraen de una planta herbacea, Cistanche tubulosa (Schrenk.) Wight. Otro objetivo de la 

presente invencion es proporcionar un procedimiento pare fabricar la prepared& medicinal que contiene glicOsidos 

feniletanoides. Otro objetivo mas de la presente invenci& es proporcionar una composicion medicinal para la 

prevencion de demencia senil. 

La prepared& medicinal de la presente invenciOn contiene un 25-70 % de equinacosido en peso de la preparaci6n, 

40 y un 5-40 % de acteosido en peso de la preparaci6n. 

Preferentemente, la prepared& medicinal de la presente invencion este hecha de tallos carnosos de Cistanche 

tubulosa (Schrenk.) Wight. 

Preferentemente, la prepared& medicinal de la presente invencion contiene edemas 2'-acetilacteosido; 

campneosido I; campneOsido II; cistantubulosido A, B1, B2, C1, C2; crenatOsido; decafeoilacteosido; isoacteOsido; 

45 rodiolOsido; siringalida A; 3'-a-L-ramnopiranOsido, y tubulosido A, estando cada uno en una cantidad menor de un 5 

% en peso de la prepared& medicinal. 

El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciOn 4 de la presente invenciOn para la fabricaci6n de la prepared& 

medicinal implica una primera etapa en la que se extraen las partes subterraneas de Cistanche tubulosa (Schrenk.) 

Wight mediante un primer disolvente polar. El extracto obtenido de este modo se introduce a continued& en una 

50 columna que este empaquetada con perlas polimericas macroporosas hidrofthicas, permitiendo de este modo que 

los glicosidos feniletanoides se adsorban sobre las perlas polimericas. Los compuestos adsorbidos con una fuerza 

relativamente menor se eluyen a continuaciOn de la columna mediante el uso de un segundo disolvente polar que 

sirve como fase max/it, quedando la mayoria de los glicosidos feniletanoides adsorbidos sobre las perlas polimericas. 

Finalmente, se eluyen los glicosidos feniletanoides de la columna mediante el uso de un tercer disolvente polar de 

55 modo que se obtiene un eluato que contiene glicosidos feniletanoides. El tercer disolvente polar tiene una polaridad 
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menor que el segundo disolvente polar. 

Preferentemente, las partes subterraneas de Cistanche tubulosa (Schrenk.) Wight son tallos carnosos. Las partes 

subterraneas que se mezclan con el primer disolvente polar, y la mezcla resultante, se mantienen en coccion durante 

un periodo de 0,5-10 horas de duraciOn. Posteriormente, la mezcla se filtra para obtener una soluciOn. La soluciOn es 

5 un extracto, que puede estar en una forma concentrada mediante descompresion. Preferentemente, la mezcla 

contiene las partes subterraneas de Cistanche tubulosa (Schrenk.) Wight y el primer disolvente polar en una 

proporcion en peso que varia de 1:4 a 1:20. El primer disolvente polar es agua, o un disolvente mixto que contiene 

agua y alcohol etilico. Preferentemente, la perla polimerica de la columna que se usa en el procedimiento de la 

presente invenciOn es un compuesto poliaromatico reticulado. Mas preferentemente, la perla polimerica esta formada 

10 por poliestireno reticulado, o un copolimero de estireno y divinilbenceno reticulado. El segundo disolvente polar es 

agua. El tercer disolvente polar es metanol, etanol, una mezcla de agua y metanol, o una mezcla de agua y etanol. 

Mas preferentemente, el tercer disolvente polar es una mezcla de agua y etanol. 

El procedimiento de la presente invencion comprende adernas retirar el disolvente que esta contenido en el eluato 

producido de ese modo, dando como resultado de esa manera la producci6n de una preparacion seca. 

15 La preparacion de la presente invenciOn se puede usar para fabricar una composici6n medicinal para la prevencion 

de demencia senil. La composiciOn medicinal contiene una cantidad terapeuticamente eficaz de la preparacion como 

principio activo y un vehiculo o diluyente farmaceuticamente aceptable para el principio activo. 

La composicion medicinal contiene una cantidad terapeuticamente eficaz de la preparaci6n y un vehiculo o diluyente 

medicinalmente admisible. La preparacion se usa como un principio activo del compuesto. 

20 La presente invenciOn tambien desvela el uso de la preparaci6n de la presente invencion en la fabricaci6n de un 

medicamento para la prevencion y el tratamiento de una enfermedad de demencia senil en un paciente. 

Descripcion detallada de la invenciOn  

La presente invencion proporciona una preparaci6n que contiene compuestos glicosidos feniletanoides de Cistanche 

tubulosa (Schrenk.) Wight, que contiene un 25-70 % de equinacOsido en peso de la preparaci6n, y un 5-40 % de 

25 acte6sido en peso de la preparaci6n. Los compuestos glicosidos feniletanoides derivados de Cistanche tubulosa 

(Schrenk.) Wight tienen la siguiente estructura quimica: 

e incluyen 2'-acetilacteosido; campneosido I; campne6sido II; cistantubulosido A, Bi, B2, C1, C2; crenat6sido;  

decafeoilacteosido; isoacteosido; rodiolosido; siringalida A; 3'-a-L-ramnopiranosido, y tubulosido A, que se muestran 

30 en la Tabla 1, en la que la mayoria de los compuestos estan en una cantidad minima o como traza en la 

preparacion, excepto el equinacosido y el acte6sido. 

Tabla 1. Ingredientes principales de la preparacion 

l ng red iente R1 R2 R3 Ra R5 R6 R7 

2' -Aceti lacteOs i do Ac Rha Cf H H OH OH 

ActeOs ido H Rha Cf H H OH OH 

Campne6si do I H Rha Cf H OMe(S/R) OH OH 

Campneosi do I I H Rha Cf H OH (S/R) OH OH 

*C i stantubu lOs i do A H Rha Cf G l c H H OH 

*C i stantubu lOs i dos H Rha Cm/c-Cm G lc H OH OH 

13 1 /B2 

*C i stantubu los i dos H Rha Cf G lc OH(SIR) OH OH 

C 1 /C2 

Decafeoi lacteos ido H Rha H H H OH OH 
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(conti nuacion) 

l ng red iente R 1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 

Equ inacOsido H Rha Cf G lc H OH OH 

I soacteOs ido H Rha H Cf H OH OH 

Rod io lOs ido H H H H H H OH 

(Sal id rosido) 

S i r i nga l ida A 

3 '-a-L-ramnop i ranosi do H Rha Cf H H H OH 

Tu bu los ido A Ac Rha Cf G lc H OH OH 

C renat6s i do Vease la s igu iente estructu ra 

* nuevo compuesto 

Ac: Acet i l Cf: trans-cafeo i l Cm : trans-cumaro i l 

c-Cm : cis-cumaro i l G lc : p-D-g l ucopi ranosa Rha : a-L- ramnop i ranosa 

crenatosido 

Todos los compuestos que se listan en la Tabla 1 se verificaron por medio de cromatografia liquida de alto 

5 rendimiento, que se obtuvo en las siguientes condiciones: fase estacionaria de silicona de alquilsilano C18; fase 

movil de acetonitrilo-solucion acuosa 0,05 M de acid° fosf6rico (elucion en gradiente (4:96—+15:85)), caudal de 1 

ml/min, y longitud de onda de detecci6n de 330 nm. 

El procedimiento de fabricacion de la preparaci6n medicinal de la presente invenciOn se describe explicitamente en 

lo sucesivo en el presente documento. El procedimiento de la presente invencion implica dos etapas, que son 

10 extracci6n y purificaciOn. En la primera etapa, los tallos carnosos de Cistanche tubulosa (Schrenk.) Wight se cortan 

en escamas o se trituran en particulas finas o polvo. Las escamas o las particulas finas se sumergen a continuacion 

en un media que es agua, o una mezcla de agua y etanol. La extraccion se realiza a temperatura ambiente. El 

filtrado se concentra al vacio, dando como resultado de esa manera la formacion de un extracto. La purificacion del 

extracto se hace par calentamiento del extracto en agua antes de que el extracto se transfiera a una columna de 

15 adsorcion empaquetada con resina de adsorci6n macroporosa de tipo D-101 o de tipo AB-8. La columna se eluye 

con agua. La elucion se puede realizar con una solucion de una concentraci6n constante o con soluciones de 

concentraciones en gradiente. Se recoge el eluato, se concentra y a continuaci6n se seca mediante un 

procedimiento de secado convencional. Despues de completar el secado del eluato, se obtiene la preparacion 

medicinal de la presente invenciOn. La preparacion medicinal producida de ese modo contiene glicosidos 

20 feniletanoides y se usa para fabricar composiciones medicinales para su uso en la prevencion de demencia senil. 

El ensayo farmacologico de la preparacion medicinal de la presente invencion se realizO mediante el denominado 

"experiment° del laberinto de agua", en el que se proporciona un grupo de ensayo de ratones pequenos con una 

dieta que contiene la preparacion medicinal de la presente invencion. En comparacion con el grupo de control, se 

potencio la memoria de aprendizaje del ratOn pequeno del grupo de ensayo, y se redujo aparentemente la perdida 

25 de memoria del grupo de ensayo debida a etanol o farmacos. De forma similar, tambien se desvela en el presente 

documento la provision de un grupo de ratas con una dieta que contenia la preparaci6n medicinal. Mediante la 

comparacion, se comprob6 que estas ratas eran menos vulnerables a trombosis, o a la agregacion de plaquetas 

sanguineas. Basandose en los resultados del ensayo farmacologico descrito anteriormente, se realiz6 un ensayo 

clinico para estudiar el efecto de la preparacion medicinal de la presente invencion en la prevencion y el tratamiento 

30 de demencia senil, incluyendo VD y AD. 
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La extraccion, purificaciOn, y efecto farmacologico de la preparacion medicinal de la presente invencion se explicara 

adicionalmente por referenda a las siguientes realizaciones y ejemplos comparativos no restrictivos. 

EXTRACCION: 

Realizacion 1 

5 Se sumergieron 10 kg de las escamas de tallos carnosos de Cistanche tubulosa (Schrenk.) Wight en agua en una 

cantidad que era 8 veces la de las escamas. Las escamas se sumergieron en el agua durante una hora antes de 

cocerse con el agua durante dos horas. La mezcla cocida se filtro para obtener un primer filtrado. El residuo se code) 

a continuacion con agua en una cantidad que era 6 veces la del residuo y la mezcla cocida se filtro para obtener un 

segundo filtrado. Se obtuvo tambien un tercer filtrado mediante los mismos procedimientos que los del segundo 

10 filtrado. Los tres filtrados se combinaron y se concentraron al vacio hasta tener una gravedad especifica de 1,10 (50 

°C). El filtrado en forma concentrada se mezclo con etanol para formar una mezcla que contenia un 60 % de etanol, 

que se refrigero a continuaci6n durante 12 horas. Despues de esto, se cosech6 el sobrenadante de la mezcla 

enfriada y mientras tanto se filtrO el residuo para obtener un filtrado, que se combine) con el sobrenadante para 

formar un extracto final. El extracto final se concentro al vacio hasta tener una gravedad especifica de 1,10 (50 °C), 

15 en el que se reciclo el etanol. El extracto final producido de ese modo tenia un peso de 5,6 kg. 

Realizacion 2 

Se sumergieron 10 kg de los tallos carnosos de Cistanche tubulosa (Schrenk.) Wight en forma de polvo en agua en 

una cantidad que era 15 veces la del polvo durante 2 horas, y a continuacion se cocieron durante 3 horas. Despues 

de esto, la mezcla cocida se filtr6 para obtener un primer filtrado, y mientras tanto el residuo de la mezcla cocida se 

20 mezcl6 con agua en una c,antidad que era 12 veces la del residuo, se coda durante 2 horas y se Mb-6 para obtener 

un segundo filtrado. El procedimiento se repitio otras dos veces para obtener un tercer filtrado y un cuarto filtrado. 

Los cuatro filtrados se combinaron y se concentraron al vacio hasta tener una gravedad especifica de 1,25 (50 °C). 

El filtrado en forma concentrada se mezclo con etanol para formar una mezcla que contenia un 80 % de etanol, que 

se refrigero a continuacion durante 24 horas. Despues de esto, se cosecho el sobrenadante de la mezcla enfriada y 

25 mientras tanto se filtrO el residuo para obtener un filtrado, que se combin6 con el sobrenadante para formar un 

extracto final. El extracto final se concentr6 al vacio hasta tener una gravedad especifica de 1,25 (50 °C), en el que 

se reciclo el etanol. El extracto final producido de ese modo tenia un peso de 7,2 kg. 

Realizacion 3 

Se sumergieron 10 kg de las escamas de tallos carnosos de Cistanche tubulosa (Schrenk.) Wight en agua en una 

30 cantidad que era 7 veces la de las escamas. Las escamas se sumergieron en el agua durante tres horas antes de 

cocerse con el agua durante cuatro horas. La mezcla cocida se filtro para obtener un primer filtrado. El residuo se 

cocio a continuaciOn con agua en una cantidad que era 5 veces la del residuo y la mezcla cocida se filtro para 

obtener un segundo filtrado. Se obtuvieron tambien un tercer filtrado y un cuarto filtrado mediante los mismos 

procedimientos que los del segundo filtrado. Los cuatro filtrados se combinaron y se concentraron al vacio hasta 

35 tener una gravedad especifica de 1,05 (50 °C). El filtrado en forma concentrada se mezclo con etanol para formar 

una mezcla que contenia un 50 % de etanol, que se refriger6 a continuaciOn durante 10 horas. Despues de esto, se 

cosech6 el sobrenadante de la mezcla enfriada y mientras tanto se filtro el residuo para obtener un filtrado, que se 

combine) con el sobrenadante para formar un extracto final. El extract° final se concentro al vacio hasta tener una 

gravedad especifica de 1,10 (50 °C), en el que se reciclO el etanol. El extracto final producido de ese modo tenia un 

40 peso de 6,5 kg. 

Realizacion 4 

Se sumergieron 10 kg de los tallos carnosos de Cistanche tubulosa (Schrenk.) Wight en forma de polvo en etanol at 

40 % en una cantidad que era cuatro veces la del polvo durante 3 horas, y a continuacion se cocieron a reflujo 

durante 3 horas. Despues de esto, la mezcla cocida se filtro para obtener un primer filtrado, y mientras tanto el 

45 residuo de la mezcla cocida se mezclo con etanol al 40 % en una cantidad que era cuatro veces la del residuo, se 

cock) durante cuatro horas y se filtro para obtener un segundo filtrado. Los procedimientos se repitieron otras dos 

veces para obtener un tercer filtrado y un cuarto filtrado. Los cuatro filtrados se combinaron y se concentraron al 

vacio hasta tener una gravedad especifica de 1,05 (50 °C), dando como resultado de esa manera la produccion de 

un extracto final que tenia un peso de 6,2 kg. 

50 PURIFICACION: 

Realizacion 5 

Se disolvieron 6 kg del extracto final en agua con calentamiento, que estaba en una cantidad de la mitad del extract° 

final. La solucion de extracto se aplico a continuacion a una columna de adsorcion empaquetada con resina de 

adsorcion macroporosa pretratada de tipo D-101. La columna se eluy6 en primer lugar con agua para producir un 

55 eluato de agua en una cantidad de dos veces la de los tallos carnosos, y se eluye) a continuaciOn con etanol al 20 % 

para producir un primer eluato de etanol al 20 % en una cantidad de dos veces la de los tallos carnosos. El eluato de 
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agua se sometio a otra ronda de las operaciones de adsorcion-desorcion para obtener un segundo eluato de etanol. 

Los dos eluatos de etanol al 20 % se combinaron, se concentraron, y se secaron para producir una preparacion que 

contenia glicosidos feniletanoides y tenia un peso de 865 g. 

Se midieron los contenidos de equinacosido y acteosido mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), 

5 siendo la fase estacionaria silicona de alquilsilano C18, siendo la fase mOvil metanol-acido acetic° al 0,15 % (30:70), 

con un caudal de 1 ml/min, y con una longitud de onda de deteccion de 333 nm. 

El equinacosido y el acteosido se secaron a 60 °C al vacio durante 24 horas, se midieron y se disolvieron en metanol 

al 50 % para preparar las soluciones de referencia, conteniendo 0,1 mg del soluto cada solucion de 1 ml. 

La solucion de ensayo se preparo por disolucion de 50 mg de la preparacion que contenia glicosidos feniletanoides 

10 en una cantidad apropiada de metanol al 50 % en un matraz aforado de 25 ml mientras se sonicaba. Se anadio mas 

metanol al 50 % a la solucion resultante hasta que se alcanzo la marca de 25 ml del recipiente. Se tomo la solucion 

exactamente en una cantidad de 1 ml y se transfirio a un matraz aforado de 10 ml al que se atiadio metanol al 50 % 

hasta la marca. La soluciOn de ensayo se obtuvo despues de filtrar la soluciOn con una membrana de 0,45 .irrl. 

La solucion de referenda y la soluciOn de ensayo se tomaron cada una en una cantidad de 5111 y se inyectaron en la 

15 columna de cromatografia liquida, y se midieron las areas de los picos del equinacosido y el acte6sido. Se 

calcularon los contenidos usando las areas de los picos. El contenido de equinacosido es un 37,5 % mientras que el 

contenido del acteosido es un 6,7 % en peso de la preparacion. 

RealizaciOn 6 

Se disolvieron 6 kg del extracto final en agua con calentamiento, que estaba en una cantidad de cinco veces del 

20 extract° final. La soluciOn de extracto se aplico a continuacion a una columna de adsorcion empaquetada con resina 

de adsorci6n macroporosa pretratada de tipo AB-8. La columna se eluy6 en primer lugar con agua para producir un 

eluato de agua en una cantidad de ocho veces la de los tallos camosos, y se eluy6 a continuaci6n con etanol al 60 % 

para producir un primer eluato de etanol al 60 % en una cantidad de ocho veces la de los tallos carnosos. El eluato 

de agua se sometiO a otra ronda de las operaciones de adsorcion-desorciOn por elucion de la columna con agua en 

25 una cantidad de seis veces la de los tallos carnosos y con etanol al 60 % en secuencia para obtener un segundo 

eluato de etanol en una cantidad de siete veces la de los tallos carnosos. Los dos eluatos de etanol al 60 % se 

combinaron, se concentraron, y se secaron para producir una preparaci6n que contenia glicosidos feniletanoides y 

tenia un peso de 1203 g. 

Mediante el uso del procedimiento de HPLC que se ha descrito en la Realizacion 5, se encontro que los contenidos 

30 de equinacosido y acteOsido eran, respectivamente, un 48,6 % en peso, y un 11,8 % en peso de la preparaciOn. 

Realizacion 7 

Se disolvieron 6 kg del extracto final en agua con calentamiento, que estaba en una cantidad de tres veces del 

extracto final. La solucion de extract° se aplic6 a continuacion a una columna de adsorci6n empaquetada con resina 

de adsorcion macroporosa de tipo AB-8. La columna se eluyO en primer lugar con agua para producir un eluato de 

35 agua en una cantidad de ocho veces la de los tallos carnosos, y se eluyO a continuaciOn con etanol al 95 % para 

producir un primer eluato de etanol al 95 % en una cantidad de ocho veces la de los tallos carnosos. El eluato de 

agua se sometio a otra ronda de las operaciones de adsorcion-desorcion por elucion de la columna con agua en una 

cantidad de seis veces la de los tallos carnosos y con etanol al 95 % en secuencia para obtener un segundo eluato 

de etanol en una cantidad de ocho veces la de los tallos carnosos. Los dos eluatos de etanol al 60 % se combinaron, 

40 se concentraron, y se secaron para producir una preparacion que contenia glicosidos feniletanoides y tenia un peso 

de 1260 g. 

Mediante el uso del procedimiento de HPLC que se ha descrito en la Realizacion 5, se encontro que los contenidos 

de equinacosido y acteosido eran, respectivamente, un 41,3 % en peso, y un 7,4 % en peso de la preparacion. 

Realizacion 8 

45 Se disolvieron 6 kg del extracto final en agua con calentamiento, que estaba en la misma cantidad que el extracto 

final. La solucion de extracto se aplico a continuacion a una columna de adsorciOn empaquetada con resina de 

adsorcion macroporosa. La columna se eluy6 en primer lugar con agua para producir un eluato de agua en una 

cantidad de cuatro veces la de los tallos carnosos, y se eluyo a continuacion con etanol al 40 % para producir un 

primer eluato de etanol al 40 % en una cantidad de cinco veces la de los tallos carnosos. El eluato de agua se 

50 sometio a otra ronda de las operaciones de adsorcion-desorcion por elucion de la columna con agua en una cantidad 

de tres veces la de los tallos carnosos y con etanol al 40 % en secuencia para obtener un segundo eluato de etanol 

en una cantidad de cuatro veces la de los tallos carnosos. Los dos eluatos de etanol al 40 % se combinaron, se 

concentraron, y se secaron para producir una preparacion que contenia glicosidos feniletanoides y tenia un peso de 

1107g. 

55 
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Mediante el uso del procedimiento de HPLC que se ha descrito en la RealizaciOn 5, se encontro que los contenidos 

de equinacOsido y acteosido eran, respectivamente, un 31,7% en peso, y un 6,1 % en peso de la preparacion. 

EFECTOS FARMACOLOGICOS: 

Realizacion 9 

5 La preparacion medicinal de la presente invenciOn se uso en un experimento de laberinto de agua para estudiar su 

efecto en la memoria de aprendizaje de ratones LACA. Se usaron comprimidos de Piracetam como farmaco 

comparativo positivo durante un ensayo de 6 dlas por semana. El ensayo duro 27 dias. Los resultados se listan en la 

Tabla 2. 

Tabla 2. Efecto en la memoria de aprendizaje de ratones por administracion de la preparacion de la 

presente invencion por via oral 

Ensayo 

valo r d (n = 27) 

G rupos de comparaci6n 

d ia 

a 0 ,5 

% d ia 

a 0 , 8 

% 

a suma 0 ,5 

d ia % 

Primera 

ocas ion 

G rupo de contro l - G rupo provisto con 

50 mg/kg de preparacion que conten ia 

g l i cosidos fen i l etanoides 

4 1 4 , 8 5 1 8 , 5 9 33 ,3 

G ru po de control - Gru po provisto con 1 0 37 ,0 3 1 1 , 1 1 3 48 ,2 

200 mg/kg de preparaci6n q ue 

conten ia g l icos idos fen i l etano ides 

Segu ndo 

ocas i6n 

G ru po de contro l - Gru po p rovisto con 

400 mg/kg de p reparacion q ue 

conten ia g l icos i dos fen i l etanoides 

0 0 27 1 00 , 0 27 1 00 , 0 

G rupo de contro l -G rupo comparativo 

pos it ivo provisto con 400 mg/kg de 

5 1 8 , 5 2 7 , 4 7 25 ,5 

P i racetam 

Gru po de P i racetam - G rupo prov isto 

con 400 mg/kg de preparacion q ue 

conten ia g l icOsidos fen i letanoides 

7 25 , 9 1 6 59 , 3 23 85 ,2 

De acuerdo con los datos que se listan en la Tabla 2, resulta evidente que la preparacion de la presente invencion 

10 tiene un efecto significativo en la memoria de aprendizaje de los ratones, como se ejemplifica mediante la diferencia 

en el tiempo de respuesta entre el grupo de control y los grupos dopados, que se doparon respectivamente con 50 

mg/kg de la preparaci6n que contenia glicosidos feniletanoides, 200 mg/kg de la preparacion que contenia glicosidos 

feniletanoides, y 400 mg/kg de la preparaciOn que contenia glicOsidos feniletanoides. El periodo en el que el tiempo 

de respuesta muestra una diferencia significativa mediante el analisis del valor d para el grupo de 50 mg/kg es 9 

15 dias; para el grupo de 200 mg/kg es 13 dias; y para el grupo de 400 mg/kg es 27 dias. El periodo en el que el tiempo 

de respuesta muestra una diferencia significativa aumenta a medida que aumenta la dosificaciOn. Ademas, el 

period° en el que el tiempo de respuesta muestra una diferencia significativa para el grupo de control positivo (grupo 

de Piracetam) es 7 dias, que es menor que el del grupo dopado de 400 mg/kg, y por lo tanto los comprimidos de 

Piracetam son menos eficaces en la memoria de aprendizaje de ratones en comparacion con la preparacion de la 

20 presente invencion. 

Realizacion 10 

El efecto de la preparaciOn de la presente invencion en la prevenciOn de la perdida de memoria de ratones LACA se 

estudiO mediante el experimento del laberinto de agua. Se administraron los farmacos por via oral a los ratones. Una 

hora despues de tal administraci6n oral, se les proporciono 0,1 ml de etanol al 30 %/10 g de BW. En 30 minutos, se 

25 inici6 el experimento del laberinto de agua. Los resultados del rendimiento de natacion de los ratones se listan en la 

Tabla 3. 
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De acuerdo con los datos que se listan en la Tabla 3, la preparacion medicinal de la presente invencion es mas 

eficaz en la prevenciOn de la perdida de memoria de ratones cuando se compara con Piracetam. El tiempo de 

Ilegada del grupo provisto con la preparacion de la presente invencion es menor que el del grupo de Piracetam, 

despues de que se haya proporcionado etanol a los ratones. La diferencia entre el grupo de 200 mg/kg de 

5 preparacion y el grupo de control es P <0,01. La diferencia entre el grupo de 50 mg/kg de preparacion y el grupo de 

200 mg/kg de preparaci6n es P < 0,05. En consecuencia, la dosis de la preparacion es un factor. No existe ninguna 

diferencia significativa entre el grupo de 400 mg/kg de preparaci6n, el grupo de Piracetam, y el grupo de control, 

indicando de ese modo que la dosis de 200 mg/kg es la mas eficaz en la prevenciOn de la perdida de memoria. 

Basandose en los datos de "error" que se listan en la Tabla 3, la dosis de 200 mg/kg es la mas eficaz en la 

10 prevenciOn de la perdida de memoria. 

Realizacion 11 

Se realizo un estudio sobre el efecto de la preparaci6n de la presente invencion en la dificultad de la adquisiciOn de 

memoria de autor es causada por Hiosina. 

(1) farmaco y animal 

15 El farmaco de ensayo y el farmaco comparativo fueron identicos a los de la Realizacion 9. Los ratones se agruparon 

de forma aleatoria en el grupo comparativo normal, el grupo modelo, el grupo de 600 mg/kg de Piracetam, y los 

grupos de 400 mg/kg, 200 mg/kg, y 100 mg/kg de preparacion. Cada grupo contiene 15 ratones. Los farmacos se 

administraron basandose en 0,2 m1/10 g de peso corporal. Se inicio el entrenamiento de salto hasta completarse la 

administracion en el dia 29. El farmaco se administre) una hora antes del entrenamiento. Con la excepcion del grupo 

20 comparativo normal, se administro a cada grupo una inyecciOn de Hiosina en la cavidad ventral en una cantidad de 1 

mg/kg. El ensayo se realize) en el dia 30, y se administro el farmaco una hora antes del entrenamiento. Los 

resultados se listan en la Tabla 4. 

Tabla 4. Efecto de preparaciones que contiene glicOsidos feniletanoides en la dificultad de adquisicion de 

memoria de ratones causada por hiosina (X ± SD) 

Grupo 
Dosi s 

(mg/kg) 

N umero 

de 

an imales 

Latencia de ensayo 

(S) 

F recuencia de e rror de 

ensayo (veces/5 m in) 

G ru po de contro l 1 4( 1 ) 1 94 , 1 ± 1 0 1 , 5* 1 , 36 ± 1 ,45* 

G rupo modelo 1 5 67 , 1 ± 78 ,4 3 , 1 3 ± 2 ,47 

G rupo de 600 1 5 1 44 ,5 ± 1 1 7 ,4* 1 , 60 ± 1 ,40* 
P i racetam 

P reparaciones de 

l a presente 

i nvencion 

400 

200 

1 2 (3) 

1 2 (3) 

206 , 1 ± 98 ,8** 

1 83 ,2 ± 1 1 5 ,2** 

1 , 08 ± 1 , 1 6** 

1 , 42 ± 1 , 38  

1 00 1 4( 1 ) 1 9 1 , 8 ± 1 1 7 , 5** 1 , 50 ± 2 ,07 

ComparaciOn con el grupo modelo, * p < 0,05, ** p < 0,01; los valores entre parentesis indican el numero 

de muertes causadas por descarga electrica. 

De acuerdo con los datos que se listan en la Tabla 4, los periodos de latencia de ensayo de los grupos se acortan 

cuando se comparan con el grupo comparativo normal. Sin embargo, la frecuencia de error de ensayo aumenta. 

25 Cuando se compara con el grupo modelo, el grupo de 600 mg/kg de Piracetam y los grupos de 400 mg/kg y 200 

mg/kg de preparacion tienen un periodo de latencia prolongado y una reducciOn en la frecuencia de error de ensayo, 

indicando de ese modo una mejora de la memoria. El grupo de 100 mg/kg de preparaci6n tiene un periodo de 

latencia prolongada, y una frecuencia de error que no es diferente que la del grupo modelo. 

Ejemplo de referenda 1 

30 Se realize) un estudio sobre el efecto de la preparacion de la presente invencion en la trombosis de una derivaciOn 

venosa en ratas. 

Se estudiaron ratas SD macho en comparacion con aspirina. Los resultados se listan en la Tabla 5. 

Tasa de inhibici6n de trombosis (%) = (peso de trombosis del grupo comparativo de agua destilada - peso de 

trombosis del grupo de farmaco)/peso de trombosis del grupo comparativo de agua destilada x 100 %. 

 

ES 2 456 709 T3

 

9



Tabla 5. Efectos de la preparaci6n que contiene glicosidos feniletanoides administrada par via oral en la 

trombosis de derivacion venosa en ratas 

G rupo Dos is 

(mg/kg) 

N umero de 

an imales 

Peso de trombos is 

(mg , x ± SD) 

Tasa de i n h i b icion de 

t rombosis (%) 

Ag ua desti l ada 1 0 44 , 9 ± 3 ,83 

Aspi ri na 1 00 1 0 29 ,2 ± 4 ,00** 34 ,97 

P reparacion 200 1 0 37 , 7 ± 7 ,42* 1 6 ,04 

1 00 1 0 36 , 1 ± 5 , 1 6* 1 9 ,60 

50 1 0 42 ,6 ± 7 , 1 2 5 , 1 2 

Comparaciem con el grupo comparativo de agua destilada * p <0,05, ** p < 0,01. 

Basandose en los datos que se listan en la Tabla 5, las preparaciones de 200 mg/kg y 100 mg/kg fueron capaces de 

inhibir la trombosis de la derivacion venosa de las ratas, cuando se comparan con el grupo comparativo de agua 

destilada, siendo las tasas de inhibiciOn, respectivamente, 16,04 %, y 19,60 %. Sin embargo, los efectos de las 

preparaciones son mas debiles que los de 100 mg/kg de aspirina que tiene una tasa de inhibicion de un 34,97 %. La 

5 preparacion de 50 mg/kg no tiene ningt:in efecto en la formacion de trombosis. 

Ejemplo de referencia 2 

Se realize) un estudio sobre el efecto de la preparacion de la presente invenciOn en la agregaciOn de plaquetas 

sanguineas en ratas. 

La agregaci6n de plaquetas sanguineas fue causada usando adenosin difosfato sexlico (ADP). La solucion de 1 

10 mg/ml de ADP se mantuvo refrigerada antes de su uso. Poco antes de utilizar la solucion de ADP, se diluye) tres 

veces con soluciOn tampon de acid° fosfOrico. 

Las ratas SD macho se dividieron de forma aleatoria en cinco grupos de acuerdo con el peso corporal. Estos cinco 

grupos fueron el grupo comparativo de agua destilada, el grupo de aspirina, el grupo de 200 mg/kg de preparacion, 

el grupo de 100 mg/kg de preparacion, y el grupo de 50 mg/kg de preparaci6n. Los farmacos se administraron par 

15 via oral, siendo el volumen de administracion 0,5 mg/100 g. Se administr6 agua destilada en la misma cantidad a las 

ratas del grupo comparativo de agua destilada. La administraci6n continuo durante 7 dias. Las ratas no se 

alimentaron durante 12 horas antes de la administracion final. Una hora despues de la administracion final se extrajo 

sangre de la arteria principal. Se evito la agregaciOn de la sangre extraida de ese modo mediante citrato sodico al 

3,8 % (1:9). La muestra de sangre se centrifuge) a 1000 rpm durante tres minutos para facilitar la retirada del plasma 

20 rico en plaquetas sanguineas (PRP). El resto de la muestra de sangre se centrifuge) adicionalmente a 300 rpm 

durante 10 minutos para facilitar la separaciOn del plasma pobre en plaquetas sanguineas (PPP). Se introdujeron 

200 pi de PRP en un tuba de comparacion por opacidad y la opacidad del mismo se ajusto al punto cero con PPP. 

La mezcla se incubo durante 5 minutos antes de anadir a la misma 50 pi de la solucion de ADP para causar la 

agregaci6n de as plaquetas sanguineas. El grado de agregacion se determin6 usando un medidor de agregacion de 

25 plaquetas sanguineas multifuncional SPA-4. La tasa de inhibici6n de la agregaci6n de plaquetas sanguineas se 

calcula mediante la siguiente formula. 

tasa de inhibici6n (%) = (grado de agregaci6n maximo del grupo de control - grado de agregaciOn maxim° del grupo 

experimental)/(grado de agregacion maxima del grupo de control) x 100% 

Los resultados del ensayo se listan en la Tabla 6. Resulta evidente que las preparaciones (200 mg/kg, 100 mg/kg, 50 

30 mg/kg) son capaces de inhibir la agregacion de plaquetas sanguineas, y que la preparaci6n (200 mg/kg) tiene la tasa 

de inhibicion mas elevada de un 59,48 %. 

Tabla 6. Efecto de la preparaci6n que contiene glicOsidos feniletanoides administrados por via oral en la 

agregacion de plaquetas sanguineas de ratas 

G rupo Dosis N Omero de ratas Agregacion maxima ( /0) I nh i b i ci on de 

(mg/kg) (* ± SD) ag regacion 

(%) 

G ru po de agua desti lada 1 0 54 ,82 ± 7 ,88 

G ru po de aspi ri na 1 00 1 1 32 , 73 ± 1 1 , 1 4** 40 , 30 
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Grupo 

(continuacion)  

Dosis NOmero de ratas Agregacion maxima (%) Inhibicion de 

(mg/kg) (*± SD) agregaciOn 

(%) 

Preparaci6n 200 10 22,21 ±6,23** 59,48 

100 11 34,54 ± 15,69* 36,99 

50 10 31,65 ± 12,81** 42,26 

ComparaciOn con el grupo de agua destilada * P < 0,01, ** P < 0,001. 
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REIVINDICACIONES 

1. Una preparacion medicinal que contiene glicosidos feniletanoides extraidos de Cistanche tubulosa (Schrenk.) 

Wight, comprendiendo dicha preparaciOn un 25-70 °A de equinacosido en peso de dicha preparacion, y un 5-40 % de 

acte6sido en peso de dicha preparaci6n. 

5 2. La preparacion como se define en la reivindicacion 1, que se extrae de tallos carnosos de Cistanche tubulosa 

(Schrenk.) Wight. 

3. La preparaci6n como se define en la reivindicacion 1, que comprende adernas 2'-acetilacteosido; campne6sido I; 

campneOsido II; cistantubulosido A, B1, B2, C1, C2; crenatosido; decafeoilacteosido; isoacteosido; rodiolosido; 

siringalida A; 3'-a-L-ramnopiranOsido, y tubulOsido A, estando contenido cada uno en una cantidad menor de un 5 % 
10 en peso de dicha preparacion. 

4. Un procedimiento de fabricaci6n de una preparacion medicinal que contiene glicosidos feniletanoides, 
comprendiendo dicho procedimiento las siguientes etapas de: 

a) extraer tallos carnosos de Cistanche tubulosa (Schrenk.) Wight con un primer disolvente polar, en el que dicho 

primer disolvente polar es agua, o una mezcla de agua y etanol; 

15 b) introducir el extracto resultante de la etapa a) en una columna que esta empaquetada con perlas polimericas 
macroporosas hidrofobicas, permitiendo de ese modo que los glicosidos feniletanoides se adsorban en las perlas 

polimericas; 

c) eluir la columna mediante el uso de un segundo disolvente polar que sirve como fase movil, de modo que los 

compuestos que estan adsorbidos con una fuerza relativamente menor se eluyan de la columna quedando aun 

20 adsorbidos la mayoria de los glicOsidos feniletanoides sobre las perlas polimericas, en el que dicho segundo 

disolvente polar es agua; 

d) eluir la columna mediante el uso de un tercer disolvente polar de modo que se obtenga un eluato que contiene 

glicOsidos feniletanoides, en el que dicho tercer disolvente polar es metanol, etanol, una mezcla de agua y 

metanol, o una mezcla de agua y etanol; y 

25 e) retirar el disolvente que esta contenido en el eluato de la etapa d), dando como resultado de ese modo la 

producciOn de una preparaci6n que comprende un 25-70 % de equinacosido y un 5-40 % de acte6sido en peso 

de dicha preparaciOn. 

5. El procedimiento como se define en la reivindicacion 4, en el que dicha extraccion en la etapa a) comprende 

mezclar los tallos carnosos de Cistanche tubulosa (Schrenk. ) Wight con el primer disolvente polar, cocer la mezcla 

30 resultante durante 0,5-10 horas, y filtrar la mezcla cocida para obtener un extracto liquid° o concentrar el liquid° al 

vacio para obtener un extracto en forma concentrada. 

6. El procedimiento como se define en la reivindicacion 4, en el que las perlas polimericas de la etapa b) son 

compuestos poliaromaticos reticulados. 

7. El procedimiento como se define en la reivindicacion 6, en el que las perlas polimericas estan formadas por 

35 poliestireno reticulado o copolimero de estireno y divinilbenceno reticulado. 

8. El procedimiento como se define en la reivindicacion 4, en el que el tercer disolvente polar es la mezcla de agua y 

etanol. 

9. ComposiciOn medicinal para su uso en la prevenciOn de demencia senil, comprendiendo dicha composiciOn 

medicinal una cantidad terapeuticamente eficaz de la preparaci6n de acuerdo con una cualquiera de las 

40 reivindicaciones 1 a 3 como principio activo, en una mezcla con un vehiculo o diluyente farmaceuticamente 

aceptable para el principio activo. 

10. Uso de una preparaciOn medicinal que contiene glicOsidos feniletanoides extraidos de Cistanche tubulosa 
(Schrenk. ) Wight en la preparacion de un medicament° para la prevencion y el tratamiento de una enfermedad de 

demencia senil en un paciente, comprendiendo dicha preparacion un 10-70 % de equinacosido en peso de dicha 
45 preparaciOn, y un 1-40 % de acteosido en peso de dicha preparaci6n. 

11. El uso como se define en la reivindicacion 10, en el que dicha preparacion comprende un 25-70 % de 

equinacOsido en peso de dicha preparaciOn, y un 5-40 % de acteosido en peso de dicha preparacion. 

12. El uso como se define en la reivindicaci6n 10, en el que dicha preparaci6n se extrae de tallos carnosos de 
Cistanche tubulosa (Schrenk.) Wight. 

50 13. El uso como se define en la reivindicacion 10, en el que dicha preparaci6n comprende adernas 2'-acetilacteosido; 
campneosido I; campneosido II; cistantubulosido A, B1, B2, C1, C2, crenatosido; decafeoilacteosido; isoacteosido; 

rodiolosido; siringalida A; 3'-a-L-ramnopiranOsido, y tubulosido A, estando contenido cada uno en una cantidad 
menor de un 5 % en peso de dicha preparacion. 
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