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DESCRIPCION

Sistema destinado al uso como un medicamento para tratar y/o prevenir trastornos relacionados con el epitelio
pigmentario de la retina (RPE)

Este invento se refiere a una sustancia destinada al uso como un medicamento para tratar y/o prevenir un trastorno
relacionado con el epitelio pigmentario de la retina (RPE).

Como se ha descrito en la Patente de los EE.UU. N° 7.101.577, se sabe que la especie de Dendrobium es
considerada por ser la hierba china mas valiosa para tratar defectos oftalmicos. De acuerdo con nuestra experiencia
adquirida de investigaciones anteriores, se deduce que la planta Herba Dendrobii (que, tradicionalmente, es el
nombre generalizado para las plantas de especies de Dendrobium que tienen los efectos curativos) tiene la mayor
parte los efectos bioldgicos. Sin embargo, en los ultimos afios, se ha puesto de manifiesto que hay una tendencia a
que las plantas de Dendrobium que tienen los efectos curativos en sus tallos sean denominadas generalmente
Caulis Dendrobii y a que las plantas de Dendrobium que tienen los efectos curativos en sus plantas enteras sean
denominadas generalmente Herba Dendrobii.

Basandose en las descripciones que se presentan en la solicitud de patente mencionada, es conocido que el
epitelio pigmentario de la retina (RPE) es una monocapa de células que esta situada en la capa superficial de la
retina, que esta colocada entre la membrana de Bruch y los fotorreceptores. Puesto que el RPE puede eliminar o
transmitir de una manera eficaz los materiales téxicos y los metabolitos del revestimiento de las coroides y de la
retina, él desempefia la funcion de una muy importante barrera entre la sangre y la retina. Ademas, el RPE tiene
muchas funciones, tales como las de recibir luz, fagocitar a los segmentos exteriores que se han separado de las
células de bastones y de las células de conos a causa de una estimulacion por luz, catabolizar el fagosoma,
sintetizar la matriz extracelular y la melanina, desintoxicar a la medicina, proporcionar el material esencial para
reproducir los segmentos exteriores de los fotorreceptores, almacenar y transmitir a la vitamina A, sintetizar la
rodospina y formar la fuerza adherente de la retina. La fagocitosis normal del RPE desempefia un cometido critico
para mantener la salud de los fotorreceptores en la retina. Una vez que haya sido reducida la funcion de fagocitosis,
esto dara como resultado la degeneracion de los fotorreceptores. Aunque el RPE morira o se movera a algun sitio
cualquiera al aumentar su edad, el RPE envejecido todavia posee una capacidad fagocitica. Ademas, la cantidad
perdida de las células de bastones es mayor que la de las células de conos, lo que causa las enfermedades y la
degradacion de la vision de las personas ancianas. Por lo tanto, el hecho de mantener la funciéon del RPE es
bastante importante para el sistema visual.

En el sistema inmunitario, el NO (6xido nitrico) desempefia un cometido defensivo y es toxico para las células. En el
sistema vascular sanguineo, el NO es el denominado factor de relajacion derivado del endotelio (EDRF). Asimismo,
en el sistema nervioso central, el NO actia como un neurotransmisor.

El NO es liberado a partir del proceso de transferir L-arginina a L-citrulina mediante una sintasa de 6xido nitrico
(NOS). La NOS incluye tres clases de isoformas, la NOS neuronal, la NOS endotelial y la NOS inmunolégica. La
NOS neuronal y la NOS endotelial son unas formas constitutivas, que se denominan cNOS, cuyas actividades son
reguladas por el ion de calcio (Ca*") y por la calmodulina, y la concentracién del NO puesto en libertad esta al nivel
de la nano-molaridad (nM). La NOS inmunoldgica es una forma inducible, denominada iNOS, cuya actividad no es
regulada ni por el Ca*™ ni por la calmodulina, y la concentracién del NO puesto en libertad esta al nivel de la mili-
molaridad (mM). Los genes de la cNOS y de la iINOS estan situados respectivamente en diferentes cromosomas.

En la retina, la NOS ha sido hallada en las neuronas retinianas, en el RPE, en las células amacrinas, en las células
ganglionares y en las células de Miiller. Se ha puesto de manifiesto que el NO desempefia un importante cometido
en la fisiologia y en la patologia y esta relacionado estrictamente con las funciones del ojo.

Se ha encontrado que el NO posee la capacidad de regular el flujo sanguineo de la retina bajo una condicién basal
0 en un entorno con isquemia. Ademas, se cree que el NO puede poseer la capacidad de regular los grados de
dafo causados a los vasos sanguineos en la retina, en donde el dafio es causado por una diabetes. Ademas,
cuando las células gliales de la retina y el RPE se estimulan por un LPS (lipopolisacarido), por el IFN-g (interferon
gamma) y por el TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), la NOS sera expresada ampliamente, lo que aumentara en
gran manera la produccion del NO. En otras palabras, en unas condiciones en las que la retina esta inflamada o
infectada, el NO puede desempeifiar un importante cometido en los mecanismos de defensa y proteccion.

Hasta ahora, no estan todavia claras la posicion y las caracteristicas de las cNOS en un fotorreceptor. Algunas
referencias describen que el cuerpo principal del fotorreceptor tiene las actividades de las cNOS y otras referencias
describen que solamente los segmentos exteriores de un fotorreceptor poseen las actividades de las cNOS. EI NO
puesto en libertad puede regular la transmision de la luz, el mensaje transmitido por la sinapsis neuronal y el flujo
sanguineo de la retina bajo una condicion fisioldgica o en un entorno con isquemia. La actividad de las iINOS puede
ser hallada también en algunas células en la retina, tales como las del RPE y las células de Miiller. En el cultivo de
un RPE bovino, después de haber sido estimulado durante 12 horas con el IFN-y, los LPS y el TNF-a, una masa de
2
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NO se pondra en libertad en por lo menos 96 horas. Los efectos de las citocinas sobre la actividad de las iINOS en el
RPE son bastante complejos. En un RPE bovino, por ejemplo, es necesario que sea estimulado por los LPS y por el
IFN-y o el IFN-a para poner en libertad una masa de NO. El bFGF inhibe a las funciones de las NOS, pero el TGF-
intensifica ligeramente las funciones de las NOS. Para un RPE humano, es necesario que sea estimulado por la
interleucina-1R para poner en libertad una masa de NO. Sin embargo, los LPS no constituyen el factor necesario
para estimular a un RPE humano. Por afadidura, el TGF-R inhibe evidentemente la puesta en libertad del NO en un
RPE humano.

Cuando se ha infectado por bacterias, las expresiones de las iNOS pueden ser beneficiosas puesto que el NO
puesto en libertad matara al microorganismo que ha invadido. Por el contrario, en algunos casos, cuando el NO
puesto en libertad se presenta en cantidades excesivas, el NO puesto en libertad dara como resultado las
enfermedades autoinmunitarias o el choque séptico. En 1994, se propuso la primera evidencia para explicar la
relacion entre el NO y la inflamacion del fundus oculi (fondo de 0jo), y la referencia propuso también que la uveitis
resultante de las endotoxinas puede ser bloqueada por los inhibidores de la iINOS. Por otro lado, se ha puesto de
manifiesto que el aFGF y el bFGF pueden inhibir que el RPE genere una masa de NO por tratamiento del RPE con
IFN-y y LPS. Puesto que es la expresion de las iNOS, pero no las estabilidades de las iNOS que son ARNm (acidos
ribonucleicos mensajeros), lo que se inhibe, se conjetura que el FGF protegera al RPE de ser dafiado por las
endotoxinas y las citocinas. Por lo tanto, se puede observar que las iNOS también desempefian un cometido en la
regulacion de la inmunidad de la retina.

Las enfermedades habituales de la retina incluyen la retinopatia diabética proliferativa causada por la diabetes, la
vitreorretinopatia proliferativa y la degeneracion macular relacionada con la edad. Sin embargo, las enfermedades
de la retina son las enfermedades mas dificiles de curar en los defectos oftalmicos. La hiperglucemia acelera la
glicacion, que forma los productos finales de la glicosilacion avanzada (AGEs acrénimo de advanced glycation end
products), y se cree que los AGEs se relacionan estrechamente con una complicacion vascular o con una
complicacién neuronal. Una base de Schiff inestable se forma a través de una reacciéon no enzimatica entre un
grupo de aldehido o un grupo de cetona del aztcar reductor y los aminoacidos primarios de la proteina. Entonces se
forma un producto de Amadori a partir de la base de Schiff pasando por la transposiciéon de Amadori. Asimismo, un
producto final de la glicosilacion avanzada (AGE) se formara a partir del producto de Amadori pasando por el
proceso de transposicion. Es conocido que la glicosilacion no enzimatica no es una reaccion reversible y
usualmente se presenta en una proteina que tiene una larga vida de semidescomposicion. Mientras que la
formacion de los AGE da como resultado una reticulacion, una molécula de proteina podria tener una resistencia a
las proteasas. Por lo tanto, una acumulacion de los AGE podria ser una sefial de envejecimiento. Al aumentar la
edad, aumentaran gradualmente las cantidades de los AGE en las neuronas piramidales del cerebro, de la
membrana de Bruch y del colageno. La velocidad de reaccién de la glicosilacion no enzimatica constituye una
reaccion primaria y esta velocidad de reaccion es dependiente de las concentraciones de los azlcares reductores y
de las proteinas. Usualmente, un paciente diabético tiene una concentracion de glucosa en sangre mas alta que las
personas normales, de manera tal que aumentara la situacién de glicosilacion. Es sabido que los pacientes
diabéticos tienen unas probabilidades de sufrir algunas enfermedades o algunos sintomas que son mas altas que
en las personas normales y se relacionan en su totalidad con los AGE, en donde la enfermedad o los sintomas
incluyen la aterosclerosis, un perjuicio de los rifiones, un dafio vascular, una enfermedad neuronal, una retinopatia y
una apoplejia. La razon principal para la aglomeracion de los eritrocitos, que es un resultado de la diabetes, es que
la estructura terciaria de la albiumina es cambiada después de haber sido glicosilada, de manera tal que la albumina
glicosilada pierde las funciones de antagonizar una aglomeracion. Ademas, la razén de cambiar la permeabilidad de
los glomérulos es la glicosilacién de la albumina pero no la glicosilacion de la membrana de base glomerular.
Ademas, la proteina glicosilada tiene una mejor capacidad de penetrar a través de la barrera hematoencefalica
(entre la sangre y el cerebro).

Los AGE pueden combinarse con algunos receptores en la superficie celular o con algunas proteinas. Los
receptores conocidos incluyen los receptores escobas del tipo |, los receptores escobas del tipo Il, los receptores
para AGE (RAGE), el OST-48 (AGE-R1), la fosfoproteina 80K-H (AGE-R2), y la galectina-3 (AGE-R3).

Junto a esto los RAGEs pueden ser hallados en las superficies de los monocitos, los macréfagos, las células
endoteliales y las células gliales. Cuando una célula es activada por los AGE, aumentaran las expresiones de la
proteina de matriz extracelular, de las moléculas de adhesion vascular y de los factores de crecimiento.
Dependiendo de los diferentes tipos de células y de las sefales transmitidas, apareceran acompafiando a la
situacion anterior algunos fenémenos, tales como la quimiotaxis, la angiogénesis, el estrés oxidativo, la proliferacion
celular y la muerte celular programada. Se pone de manifiesto que las diversas células presentes en el cerebro
humano son capaces de expresar diferentes RAGEs, que eliminan a los AGE. Cuando se ha perdido la capacidad
de eliminacion, los AGE se acumularan fuera de las células, lo cual inducira una reaccion de inflamacion del sistema
nervioso central. Ademas, los AGE induciran las expresiones tanto del factor de crecimiento endotelial vascular de la
retina del RPE como del PDGF-R. Los AGE desempefian un importante cometido en el proceso de envejecimiento,
de manera tal que es muy importante disefiar un modelo patolégico con la albumina glicosilada para desarrollar una
nueva medicina.
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El factor de crecimiento mas importante en el higado es el factor de crecimiento de hepatocitos/factor de
diseminacion (HGF/SF) que se forma combinando la cadena pesada de 60 KDa (cadena a) con la cadena ligera de
30 KDa (cadena ) mediante unos enlaces de disulfuro. EIl HGF/SF formado de nuevas es el prepro HGF/SF, que
necesita ser modificado por una enzima para formar la forma heterodimera antes de que presente una actividad
biolégica. EI HGF es un factor de crecimiento de funciones mudltiples, que no solamente tiene la capacidad de
regular el crecimiento de las diversas células sino que también desempefia un importante cometido en la reparacion
de los tejidos y en la regeneracion de los érganos. La distribucion interna del HGF es muy extensa, en donde el
higado tiene la mas alta cantidad del HGF. Ademas, el HGF puede ser hallado en el pancreas, en el timo, en la
sangre, en los intestinos delgados, en la placenta y asi sucesivamente. Ademas, el HGF/SF o los receptores de
HGF/SF son encontrados en las secreciones oculares y en los tejidos oculares, tales como las lagrimas, las
glandulas lagrimales y la cérnea, de manera tal que se conjetura que el HGF puede desempefiar un cometido en la
regulacion de los ojos. Ademas de esto, es conocido que el RPE tiene tanto el HGF como un receptor de HGF (c-
Met). Puesto que la fosforilacion de la tirosina por el c-Met expresa en todo momento, el HGF puede ser un factor de
crecimiento con la funciéon de autoestimulacion para el RPE. Ademas el HGF puede estar relacionado con el
desarrollo de la retina, de la curacion de heridas y de los vasos retinianos de los recién nacidos.

A partir de lo que antecede es conocido que el RPE desempeina un importante cometido en los mecanismos de
regulacion de la retina. Mientras tanto, se ha probado que la hierba china, especie de Dendrobium es capaz de
intensificar o inhibir algunas funciones o algunos mecanismos de regulacion en el RPE. Mas especificamente, la
especie de Dendrobium puede aumentar las expresiones de fagocitosis del RPE, la formacion de NO por el RPE,
las expresiones de genes del factor de crecimiento de hepatocitos del higado en el RPE. La especie de Dendrobium
puede inhibir las expresiones de genes del bFGF, del VEGF y del TGF-R en el RPE bajo una condicién normal y en
un entorno con isquemia. Consiguientemente, las investigaciones relevantes acerca de factores de intensificacion
de las actividades del RPE son importantes para mejorar la salud del cuerpo. En las investigaciones precedentes,
se ha conocido que el extracto procedente de Herba Dendrobii tiene el efecto de acelerar una fagocitosis del RPE y
aumentar la degradacion de los AGE. Con el fin de controlar aun mas el efecto de acelerar una fagocitosis del RPE,
se desea una comprensién adicional acerca del extracto procedente de Herba Dendrobii.

En un aspecto, el presente invento proporciona una sustancia destinada a usarse como un medicamento para tratar
y/o prevenir un trastorno relacionado con el epitelio pigmentario de la retina (RPE), seleccionandose la sustancia
entre el conjunto que consiste en el 6,8-di-C-a-L-arabinopirandsido de apigenina y el 6-C-R-D-xilopiranosil-8-C-a-L-
arabinopirandsido de apigenina.

De manera preferible, la sustancia tiene el efecto de acelerar una fagocitosis de una célula del epitelio pigmentario
de la retina (RPE).

De manera preferible, el trastorno relacionado con las células del RPE es uno que se selecciona entre un conjunto
que se compone de una degeneracion del RPE, una degeneracion macular relacionada con la edad, una
degeneracion de los fotorreceptores, una diabetes, una arterioesclerosis, un dafio vascular, una neuropatia de la
retina, una disfuncion celular amacrina, una degeneracion de las células ganglionares de la retina, una disfuncién de
células de Miuller, una uveitis, una neovascularizacién coroidal, una retinopatia proliferativa, una retinitis, un
trastorno de la membrana de Bruch y una complicacion de éstos.

De acuerdo con otro aspecto del presente invento, se proporciona una composiciéon que incluye una sustancia que
esta seleccionada entre el conjunto que se compone del 6,8-di-C-a-L-arabinopiranésido de apigenina y del 6-C-3-D-
xilopiranosil-8-C-a-L-arabinopiranésido de apigenina.

De manera preferible, la composicion incluye un vehiculo aceptable fisiolégicamente para transportar a la sustancia.
De manera preferible, el vehiculo aceptable fisiologicamente es un vehiculo farmacéutico.

De manera preferible, la composicion es una composicion activa fisiologicamente.

De manera preferible, la composicion activa fisioldgicamente es una composicion farmacéutica.

De manera preferible, la composicion tiene el efecto de acelerar una fagocitosis de una célula del RPE.

De manera preferible, la composicion se usa en el tratamiento y/o en la prevencién de un trastorno relacionado con
células de RPE.

Los objetos y las ventajas anteriores del presente invento resultaran evidentes con mas facilidad para los que
poseen una experiencia ordinaria en la especialidad después de haber revisado las siguientes descripciones
detalladas y los dibujos anejos, en los que:
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La Fig. 1 es un diagrama de flujos del protocolo de separacion para un extracto de Herba Dendrobii de acuerdo con
una preferida forma de realizacién del presente invento;

La Fig. 2 es una cromatografia LC-MS de DCMPbL6,7D2H2H3;

La Fig. 3 es una cromatografia HPLC de DCMPbL6,7D2H2H3;

La Fig. 4 es una cromatografia LC-MS de DCMPbL6,7D2H2H3H2;

La Fig. 5 es otra cromatografia LC-MS de DCMPbL6,7D2H2H3H2;

La Fig. 6 es una cromatografia LC-MS de DCMPbL6,7D2H2H3H3;

La Fig. 7 es un espectro de UV de la solucion en metanol de DCMPbL6,7D2H2H3H4;

La Fig. 8 es un diagrama de barras que ilustra los efectos de DCMPbL6,7D2H2H3 sobre la fagocitosis total del RPE;

La Fig. 9 es un diagrama de barras que ilustra los efectos de DCMPbL6,7D2H2H3 sobre la fagocitosis con ingestion
del RPE;

La Fig. 10 es un diagrama de barras que ilustra los efectos de DCMPbL6,7D2H2H3H2 sobre la fagocitosis total del
RPE;

La Fig. 11 es un diagrama de barras que ilustra los efectos de DCMPbL6,7D2H2H3H2 sobre la fagocitosis con
ingestion del RPE;

La Fig. 12 es un diagrama de barras que ilustra los efectos de DCMPbL6,7D2H2H3H3 sobre la fagocitosis total del
RPE;

La Fig. 13 es un diagrama de barras que ilustra los efectos de DCMPbL6,7D2H2H3H3 sobre la fagocitosis con
ingestion del RPE;

La Fig. 14 es un diagrama de barras que ilustra los efectos de DCMPbL6,7D2H2H3H4 sobre la fagocitosis total del
RPE; y

La Fig. 15 es el diagrama de barras que ilustra los efectos de DCMPbL6,7D2H2H3H4 sobre la fagocitosis con
ingestion del RPE.

El presente invento sera descrito ahora mas especificamente haciendo referencia a las siguientes formas de
realizacion. Ha de hacerse observar que las siguientes descripciones de las formas preferidas de realizacion de esta
solicitud se presentan aqui solamente con finalidades de ilustracion y de descripcion y no se pretende que ellas
sean exhaustivas o estén limitadas a la forma precisa que se describe.

Preparacion del extracto de Herba Dendrobii y separacion del contenido activo purificado de éste.

Hagase referencia por favor a la Fig. 1. La Fig. 1 es un diagrama de flujos del protocolo de separaciéon para un
extracto de Herba Dendrobii de acuerdo con una preferida forma de realizacidon del presente invento. Tres
componentes activos se separan a partir de Herba Dendrobii. 1,9 kg de Herba Dendrobii se extraen tres veces
mediante metanol para obtener el extracto con metanol de Herba Dendrobii. Luego el extracto con metanol de Herba
Dendrobii se reconcentra y se seca completamente para formar el patrén con DCM. El patréon con DCM se disuelve
en 2 | de EtOAc y luego se reparte con 2 | de agua para obtener una capa de EtOAc y una primera capa de agua. La
capa de agua se extrae con 2 | de EtOAc dos veces mas. Todas las capas de EtOAc se recogen, se reconcentran y
se secan completamente para obtener el extracto con EtOAc. El extracto con EtOAc seco se reparte
respectivamente tres veces con 4 | de hexano y 2 | de metanol para obtener una capa de hexano y una capa de
metanol. Después de haber sido reconcentradas y secadas, la capa de hexano y la capa de metanol secadas son
denominadas como patron con DCMPe/h (Pe/h) y patréon con DCMPe/m (Pe/m) respectivamente. Ademas, la
primera capa de agua se ajusta a un volumen de 2 | por adicién de agua desionizada, y luego se reparte por adicion
de 2 | de butanol para obtener una capa de butanol y una segunda capa de agua. Después de haber sido
reconcentradas y secadas, la capa de butanol y la segunda capa de agua secadas son denominadas como patron
con DCMPb (Pb) y patron con DCMPw (Pw) respectivamente. El Pb se extrae por cromatografia en gel de LH20 con
una columna de moléculas (2,5 x 107 cm, fase movil < metanol : H,O = 50 : 50 >). Después del escrutinio de la
actividad, se obtienen las muestras de DCMPbL6,7. Luego, las muestras de DCMPbL6,7 se extraen por
cromatografia en Diaion SP-20 SS con y una columna de absorcidon (1 x 30 cm). Cuando la fase movil es
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isopropanol : H,O = 20 : 80, se puede obtener el material eluido denominado como DCMPbL6,7D2. Cuando la fase
movil es isopropanol : H,O = 30 : 70, se puede obtener el material eluido denominado como DCMPbL6,7D3. Cuando
la fase movil es isopropanol : H,O = 40 : 60, se puede obtener el material eluido denominado como DCMPbL6,7D4.
Luego, el DCMPbL6,7D2 se cromatografia mediante una columna C18 para HPLC de fase inversa (10 x 300 mm)
con la fase movil de metanol : H;O : acido acético = 35: 65 : 1, y se obtiene el material eluido denominado como
DCMPbL6,7D2H2.

Basandose en nuestras investigaciones precedentes, se ha conocido que el DCMPbL6,7D2H2 tiene el efecto de
acelerar una fagocitosis del RPE y aumentar la degradacion de los AGE. Con el fin de comprender adicionalmente el
efecto de acelerar la fagocitosis del RPE, se realizan algunas operaciones adicionales.

El DCMPbL6,7D2H2 se cromatografia mediante una columna C18 para HPLC (cromatografia de liquidos de alto
rendimiento) de fase inversa (10 x 300 mm) con la fase mévil de metanol : H,O : acido acético = 40 : 60 : 1, y se
obtiene el material eluido denominado como DCMPbL6,7D2H2H3. Luego, el DCMPbL6,7D2H2H3 se cromatografia
adicionalmente mediante una columna C18 para HPLC de fase inversa (4.6 x 250 mm) con la fase movil de
metanol : H,O = 35 : 65, y se obtiene el material eluido denominado como DCMPbL6,7D2H2H3H2. Ademas, el
DCMPbL6,7D2H2H3 se cromatografia también mediante una columna C18 para HPLC de fase inversa (4,6 x 250
mm) con la fase movil de metanol : HO = 40 : 60, y se obtiene el material eluido denominado como
DCMPbL6,7D2H2H3H3. Por lo demas, el DCMPbL6,7D2H2H3 se cromatografia también mediante una columna
C18 para HPLC de fase inversa (4.6 x 250 mm) con la fase mévil de metanol : H.O = 45 : 55, y se obtiene el material
eluido denominado como DCMPbL6,7D2H2H3H4.

Hagase referencia por favor a la Fig. 2, que es una cromatografia LC-MS (cromatografia de liquidos con
espectrometro de masas) de DCMPbL6,7D2H2H3. Las condiciones de analisis para la Fig. 2 son: columna: Mightysil
RP-C18 (4,6 * 250 mm), 5 pm; fase movil: 0~80 min MeOH / H,O = 20 / 80 gradiente hasta 100 % de MeOH, 80~100
min 100 % de MeOH; volumen inyectado: 50 ul; peso inyectado: 5 ug; velocidad de flujo: 0,25 ml/min y UV: 337 nm.

Hagase referencia por favor a la Fig. 3, que es una cromatografia HPLC de DCMPbL6,7D2H2H3. Las condiciones
de analisis para la Fig. 3 son: columna: Mightysil RP-C18 (4,6 * 250 mm), 5 ym; fase mévil: 0~40 min MeOH / H,0 =
35/ 65,40~45 min MeOH / H,O = 35 / 65 gradiente hasta 100 % de MeOH, 45~60 min 100 % de MeOH; volumen
inyectado: 250 ul; peso inyectado: 250 pg; velocidad de flujo: 0,8 ml/min y UV: 280, 312, 337 nm. H2 representa al
DCMPbL6,7D2H2H3H2, H3 representa al DCMPbL6,7D2H2H3H3 y H4 representa al DCMPbL6,7D2H2H3H4.

Hagase referencia por favor a la Fig. 4, que es una cromatografia LC-MS de DCMPbL6,7D2H2H3H2. Las
condiciones de analisis para la Fig. 4 son: columna: Mightysil RP-C18 (4,6 * 250 mm), 5 ym; fase movil: 0~80 min
MeOH / H.O = 20 / 80 gradiente hasta 100 % de MeOH, 80~100 min 100 % de MeOH; volumen inyectado: 100 pl;
peso inyectado: 5 ug; velocidad de flujo: 0,8 miI/min; UV: 220 nm y condicién de MS: modo APCI+.

Hagase referencia por favor a la Fig. 5, que es otra cromatografia LC-MS de DCMPbL6,7D2H2H3H2. Las
condiciones de analisis para la Fig. 5 son: columna: Mightysil RP-C18 (4,6 * 250 mm), 5 ym; fase mévil: 0~80 min
MeOH / H.O = 20 / 80 gradiente hasta 100 % de MeOH, 80~100 min 100 % de MeOH; volumen inyectado: 100 pl;
peso inyectado: 5 ug; velocidad de flujo: 0,8 mil/min; UV: 220 nm y condicion de MS: modo APCI-.

Hagase referencia por favor a la Fig. 6, que es una cromatografia LC-MS de DCMPbL6,7D2H2H3H3. Las
condiciones de analisis para la Fig. 6 son: columna Mightysil RP-C18 (4,6 * 250 mm), 5 ym; fase mévil: 0~80 min
MeOH / H.O = 20 / 80 gradiente hasta 100 % de MeOH, 80~100 min 100 % de MeOH; volumen inyectado: 100 pl;
peso inyectado: 5 ug; velocidad de flujo: 0,8 mil/min; UV: 220 nm y condicién de MS: modo APCI+

Hagase referencia por favor a la Fig. 7, que es un espectro de UV de la solucion en metanol de
DCMPbL6,7D2H2H3H4 (50 pg/ml). Como se muestra en la Fig. 7, el DCMPbL6,7D2H2H3H4 tiene unas bandas
caracteristicas: | a A ® =334 nm, y banda |l at > e e = 275 nm, lo que conduce a la conclusién de que el compuesto
pertenece al grupo de los flavonoides.

Basandose en lo que antes se ha mencionado, se encuentra que el peso molecular del DCMPbL6,7D2H2H3 es de
aproximadamente 534 y que podria ser un compuesto seleccionado entre el conjunto que se compone del 6,8-di-C-
a-L-arabinopiranodsido de apigenina, del 6-C-R-D-xilopiranosil-8-C-a-L-arabinopiranésido de apigenina, del 6-C-a-L-
arabinopiranosil-8-C-R-D-xilopirandsido de apigenina y de una mezcla de éstos. La estructura del 6-C-R-D-
xilopiranosil-8-C-a-L-arabinopirandsido de apigenina se muestra a continuacion:
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60

P.M. (peso molecular) = 534

Por lo demas, los analisis de IR (infrarrojos) del DCMPbL6,7D2H2H3 (que no se muestran en el presente texto)
muestran que las caracteristicas estructurales del DCMPbL6,7D2H2H3 coinciden con las de los 6,8-di-C-glicosidos
de apigenina.

Por lo demas, después de habérseles afiadido algunos agentes (AICl;, NaOAc, NaOAc + HzBOs) los
DCMPbL6,7D2H2H3H2, DCMPbL6,7D2H2H3H3, DCMPbL6,7D2H2H3H2 y DCMPbL6,7D2H2H3H4 se prosiguen
con los analisis de UV (ultravioletas). Los resultados de los UV muestran que las caracteristicas estructurales de los
DCMPbL6,7D2H2H3H2, DCMPbL6,7D2H2H3H3, DCMPbL6,7D2H2H3H2 y DCMPbL6,7D2H2H3H4 coinciden con
las de los flavonoides (en donde hay grupos hidroxilo en las posiciones C-5 y C-7, pero no hay ningun grupo
hidroxilo en la posicion C-3).

Por lo demas, después de haberse proseguido con los analisis de RMN (resonancia magnética nuclear), los
espectros de H-RMN y C-RMN de los DCMPbL6,7D2H2H3, DCMPbL6,7D2H2H3H2, DCMPbL6,7D2H2H3H3 y
DCMPbL6,7D2H2H3H4 muestran que las caracteristicas estructurales de los mismos coinciden con las de los
6,8-di-C-glicésidos de apigenina.

Hagase referencia por favor a la Fig. 8, que es un diagrama de barras que ilustra los efectos del
DCMPbL6,7D2H2H3 sobre la fagocitosis total del RPE. Como se muestra en la Fig. 8, se sabe que diversas
concentraciones (0,1, 1, 10, 100 pg/ml) del DCMPbL6,7D2H2H3 pueden acelerar a la fagocitosis del RPE. Los
contenidos experlmentales relevantes se describen simplemente como sigue. Se siembran en una microplaca de 96
pocillos 1 x 10* células RPE por cada pocillo, que contiene 5 % de FCS en DMEM después de 48 horas, y el medio
se cambia por 2 % de FCS en DMEM. Luego se afaden respectivamente dlferentes concentraciones del
DCMPbL6,7D2H2H3. Después de 24 horas, se ainaden a cada pocillo 50 ul de 2 x 10" de FITC-ROS/ml, Cuatro
horas mas tarde, el FITC-ROS no fijado se separa por lavado con PBS + 2 % de sucrosa. La longitud de onda de
emision es de 485 nm y la longitud de onda de deteccion es de 530 nm. La intensidad de fluorescencia se detecta
por medio de un sistema de medicion con un contador 1420 Multilable (PE). La intensidad de fluorescencia
detectada representa la fagocitosis total. Si se afiade el tinte fluro Quench, la intensidad de fluorescencia detectada
representa la fagocitosis con ingestion. Se obtienen los valores de * P < 0,05, ** P < 0,02, *** P < 0,01 y **** P
< 0,001 por comparacién con una fagocitosis de un RPE tratado con 2 % de FCS. Ademas, la Fig. 9 es un diagrama
de barras que ilustra los efectos del DCMPbL6,7D2H2H3 sobre la fagocitosis con ingestion del RPE.

Hagase referencia por favor a la Fig. 10, que es un diagrama de barras que ilustra los efectos del
DCMPbL6,7D2H2H3H2 sobre la fagocitosis total del RPE. Como se muestra en la Fig. 10, se sabe que diversas
concentraciones (0,1, 1, 10, 100 pug/ml) del DCMPbL6,7D2H2H3H2 pueden acelerar la fagocitosis del RPE. Los
contenidos experlmentales relevantes se describen simplemente como sigue. Se siembran en una microplaca de 96
pocillos 1 x 10* células RPE por cada pocillo, que contiene 5 % de FCS en DMEM después de 48 horas, y el medio
se cambia por 2 % de FCS en DMEM. Luego se afaden respectivamente dlferentes concentraciones del
DCMPbL6,7D2H2H3H2. Después de 24 horas, se afiaden a cada pocillo 50 ul de 2 x 10" de FITC-ROS/ml, Cuatro
horas mas tarde, el FITC-ROS no fijado se separa por lavado con PBS + 2 % de sucrosa. La longitud de onda de
emision es de 485 nm y la longitud de onda de deteccion es de 530 nm. La intensidad de fluorescencia se detecta
por medio de un sistema de medicion con un contador 1420 Multilable (PE). La intensidad de fluorescencia
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detectada representa la fagocitosis total. Si se afiade el tinte fluro Quench, la intensidad de fluorescencia detectada
representa la fagocitosis con ingestion. Se obtienen los valores de * P < 0,05, ** P < 0,02, *** P < 0,01 y **** P
< 0,001 por comparacion con una fagocitosis de un RPE tratado con 2 % de FCS. Ademas, la Fig. 11 es un
diagrama de barras que ilustra los efectos del DCMPbL6,7D2H2H3H2 sobre la fagocitosis con ingestion del RPE.

Hagase referencia por favor a la Fig. 12, que es un diagrama de barras que ilustra los efectos del
DCMPbL6,7D2H2H3H3 sobre la fagocitosis total del RPE. Como se muestra en la Fig. 12, se sabe que diversas
concentraciones (0,1, 1, 10, 100 pug/ml) del DCMPbL6,7D2H2H3H3 pueden acelerar la fagocitosis del RPE. Los
contenidos experlmentales relevantes se describen simplemente como sigue. Se siembran en una microplaca de 96
pocillos 1 x 10* células RPE por cada pocillo, que contiene 5 % de FCS en DMEM después de 48 horas, y el medio
se cambia por 2 % de FCS en DMEM. Luego se afaden respectivamente dlferentes concentraciones del
DCMPbL6,7D2H2H3H3. Después de 24 horas, se afiaden a cada pocillo 50 ul de 2 x 10" de FITC-ROS/ml, Cuatro
horas mas tarde, el FITC-ROS no fijado se separa por lavado con PBS + 2 % de sucrosa. La longitud de onda de
emision es de 485 nm y la longitud de onda de deteccion es de 530 nm. La intensidad de fluorescencia se detecta
por medio de un sistema de medicion con un contador 1420 Multilable (PE). La intensidad de fluorescencia
detectada representa la fagocitosis total. Si se afiade el tinte fluro Quench, la intensidad de fluorescencia detectada
representa la fagocitosis con ingestion. Se obtienen los valores de * P < 0,05, ** P < 0,02, *** P < 0,01 y **** P
< 0,001 por comparacion con una fagocitosis de un RPE tratado con 2 % de FCS. Ademas, la Fig. 13 es un
diagrama de barras que ilustra los efectos del DCMPbL6,7D2H2H3H3 sobre la fagocitosis con ingestion del RPE.

Hagase referencia por favor a la Fig. 14, que es un diagrama de barras que ilustra los efectos del
DCMPbL6,7D2H2H3H4 sobre la fagocitosis total del RPE. Como se muestra en la Fig. 14, se sabe que diversas
concentraciones (0,1, 1, 10, 100 pg/ml) de DCMPbL6,7D2H2H3H4 pueden acelerar la fagocitosis del RPE. Los
contenidos experlmentales relevantes se describen simplemente como sigue. Se siembran en una microplaca de 96
pocillos 1 x 10* células RPE por cada pocillo, que contiene 5 % de FCS en DMEM después de 48 horas, y el medio
se cambia por 2 % de FCS en DMEM. Luego se afiaden respectivamente dlferentes concentraciones del
DCMPbL6,7D2H2H3H4. Después de 24 horas, se afiaden a cada pocillo 50 pl de 2 x 10" de FITC-ROS/ml, Cuatro
horas mas tarde, el FITC-ROS no fijado se separa por lavado con PBS + 2 % de sucrosa. La longitud de onda de
emision es de 485 nm y la longitud de onda de deteccion es de 530 nm. La intensidad de fluorescencia se detecta
por medio de un sistema de medicion con un contador 1420 Multilable (PE). La intensidad de fluorescencia
detectada representa la fagocitosis total. Si se afiade el tinte fluro Quench, la intensidad de fluorescencia detectada
representa la fagocitosis con ingestion. Se obtienen los valores de * P < 0,05, ** P < 0,02, *** P < 0,01 y **** P
< 0,001 por comparacion con una fagocitosis de un RPE tratado con 2 % de FCS. Ademas, la Fig. 15 es un
diagrama de barras que ilustra los efectos del DCMPbL6,7D2H2H3H4 sobre la fagocitosis con ingestion del RPE.

Basandose en las Figs. 2 - 7, parece ser que los DCMPbL6,7D2H2H3, DCMPbL6,7D2H2H3H2,
DCMPbL6,7D2H2H3H3 y DCMPbL6,7D2H2H3H4 podrian ser unos 6,8-di-C-glicosidos de apigenina o unos
derivados de los mismos.

Por lo demas, basandose en las Figs. 8 - 15, se sabe que los DCMPbL6,7D2H2H3, DCMPbL6,7D2H2H3H2,
DCMPbL6,7D2H2H3H3 y DCMPbL6,7D2H2H3H4 podrian acelerar la fagocitosis del RPE. Como se ha mencionado
mas arriba, se comprueba que la sustancia con la mencionada estructura podria acelerar la fagocitosis del RPE.

Por lo demas, basandose en las referencias anteriores, se comprueba que una composicién que incluye una
sustancia capaz de acelerar la fagocitosis del RPE podria tener unos efectos sobre al menos un trastorno
seleccionado entre los conjuntos que se componen de una degeneracion del RPE, una degeneracion macular
relacionada con la edad, una degeneracion de fotorreceptores, una diabetes, una arterioesclerosis, un dafio
vascular, una neuropatia de la retina, una disfuncion de células amacrinas, una degeneracion de células
ganglionares de la retina, una disfuncién de células de Mdller, una uveitis, una neovascularizacion coroidal, una
retinopatia proliferativa, una retinitis, un trastorno de la membrana de Bruch y una complicacion de éstos. Los
trastornos mencionados podrian denominarse de manera generalizada como trastornos relacionados con las células
del RPE.
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REIVINDICACIONES

1. Una sustancia destinada a su uso como un medicamento para tratar y/ prevenir un trastorno relacionado con el
epitelio pigmentario de la retina (RPE), estando seleccionada la sustancia entre el conjunto que se compone
del 6,8-di-C-a-L-arabinopirandésido de apigenina y del 6-C-R-D-xilopiranosil-8-C-a-L-arabinopirandsido de apigenina.

2. La sustancia para el uso de la reivindicacion 1, que es aislada a partir de Herba Dendrobii.

3. La sustancia para el uso de la reivindicacién 1, en la que el trastorno relacionado con el RPE es uno que se
selecciona entre un conjunto que se compone de una degeneracion del RPE, una degeneracion macular
relacionada con la edad, una degeneracion de fotorreceptores, una diabetes, una arteriosclerosis, un dafio vascular,
una neuropatia de la retina, una disfuncion de células amacrinas, una degeneracion de células ganglionares de la
retina, una disfuncién de células de Miller, una uveitis, una neovascularizacién coroidal, una retinopatia
proliferativa, una retinitis, un trastorno de membranas de Bruch y una complicacién de éstos.

4. La sustancia para el uso de la reivindicacion 1, que es eficaz para aumentar la capacidad fagocitica del RPE.
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Herba Dendrobii 1.9kg
DCM40g

] | |

Pe/h Pe/m Pb Pw
2 12g 2.5¢ 20g

Cromatografia en gel LH20 (2.5x107 cm)

Fase moévil: metanol:agua 50:50 |

I
L1 L2 L3 14 L5 L6 L7 L8
65mg 23.89mg

L 1

Cromatografia por absorcion con Diaion SP20SS (1x30 cm)

Fase movil: Isopropanol:agua

| % % é | |
D1 D5 D6 D7
2:8 3.7 4:6 _

35mg

IPA:agua

HPLC RP Cyg (10x300mm)

(10x300mm)
MeOH:agua:HOAc = 35:65:1

H1 H3

12.8 mg

Fig. 1
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Fig. 8 -
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Fig. 9
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DCMPbL6,7D2H2H3H2

* P<0.05, * P<0.02, ™ P<0.01, **P<0.001

Fig. 10

- DCMPbLL8,7D2H2H3H2

* P<0.05, ™ P<0.02, “"P<0.01, **P<0.001

Fig. 11
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Fig. 12
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*P<0.05,* P<0.02, ™ P<0.01, **~P<0.001
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DCMPbLE,7D2H2H3H4
Fig. 15
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