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DESCRIPCION

Preparacion aplicable por via peroral que contiene histaminasa de origen vegetal, resistente a pepsina y tripsina y un
procedimiento para producirla.

La invencion se refiere a una preparacion aplicable por via peroral que contiene histaminasa de origen vegetal
resistente a pepsina y tripsina y un procedimiento para producirla.

La preparacion segun la invencion se puede dosificar por via peroral para mejorar la digestion, reducir el apetito, asi
como para el fin de reduccion de peso. La preparacion es estructuralmente resistente a la tripsina, que actua en el
duodeno, y también se protege contra la pepsina, la enzima que descompone proteina del estomago. La preparacion
se puede aplicar con una alta eficacia, ya que la enzima permanece activa durante un largo tiempo en el intestino
para descomponer la histamina, produciendo efectos secundarios desagradables relacionados con la alimentacion.

En circunstancias naturales, la histamina se descompone principalmente por histaminasa en el duodeno producida
por el pancreas mientras esta entrando también pepsina en el duodeno del estdmago.

La pepsina que entra en el duodeno puede descomponer la histaminasa hasta una cierta extension y reduce su
actividad.

Este hecho produce un gran problema para mucha gente que padece de una “intolerancia a la histamina” o
“hiperacidez” producida por el alto nivel de histamina.

La “intolerancia a la histamina” es un estado patoldgico que surge sobre la base de la cantidad de histamina
aumentada en el sistema digestivo y/o la capacidad reducida para descomponerla, lo que con frecuencia va
acompafado de hiperacidez o abundante produccién de acido gastrico.

La histamina es un tipo importante de aminas biogénicas con un gran nimero de efectos bioldgicos fuertes.

Es, entre otros, uno de los agentes mas activos que aumenta la produccion de jugo gastrico y la sensacion de
hambre que mejora el apetito.

En personas sanas, la histamina se descompone rapidamente por “histaminasa” denominada bioquimicamente
enzima diamino oxidasa (DAO, por sus siglas en inglés) que es también un componente natural del jugo intestinal.

La descomposicion natural de la histamina tiene lugar en el intestino delgado de acuerdo con las siguientes
reacciones quimicas:

a.) RCH;NH; (histamina) + O, + H2O + histaminasa - RCHO + H,O;, + NH3
b.) 2H,0, + catalasa — 2H,0 + O,

Cuando la actividad de DAO es baja o su cantidad es pequefia, puede tener lugar una denominada “intoxicacion por
histamina” acompafada de sintomas serios y desagradables. La histamina se produce de manera continua en
diferentes 6rganos y es el mediador de diversos sintomas desagradables en el organismo.

Hay productos alimenticios ricos en histamina (por ejemplo, tipos de queso, tipos de pescado, embutidos, etc.) y
bebidas alcohdlicas (en particular algunos tipos de vino tinto) o farmacos que inhiben la actividad de DAO (farmacos
antiflogisticos, analgésicos, etc.) o productos alimenticios que provocan la liberacién de histamina (zumo de limén,
tomate, chocolate, algunas comidas para peces, licores, especias, etc.) que producen diarrea, dolor de cabeza,
conjuntivitis, rinitis, reduccion de la presion sanguinea, trastornos del ritmo cardiaco, eritema y picazén acompafado
de "ardor de estébmago" (Maintz L. y Novak N. Histamine and histamine intolerance. Amer J Clin Nutr 2.007; 5. pag.
1.185-1.196).

Hay aproximadamente 1% de la poblacién que padece de intolerancia a la histamina, 80% de ellos es de mediana
edad. Esta proporciéon puede afectar a aproximadamente 100.000 personas en Hungria, 5 millones de personas en
Europa y 60 millones de personas en todo el mundo.

Para reducir los desagradables sintomas producidos por la intolerancia a la histamina, hay la posibilidad de introducir
enzima histaminasa (DAO) por via peroral en el tracto intestinal principalmente para descomponer la histamina que
entra en el intestino delgado junto con la comida o que es inducida por la comida.

Anteriormente ya se traté de aplicar capsulas conteniendo enzima histaminasa de origen animal extraida de rifion de
cerdo.

Esta preparacion contenia enzima histaminasa de origen animal y agentes estabilizantes. Sin embargo, la
preparacion no tuvo una aplicacion extendida (Lorenz W, Ennis M, Doenicke A, Dick W.: Perioperative uses of
histamine antagonists. J Clin Anesth 1.990; 2: 345-60).
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De manera similar a las otras DAO de origen mamifero, esta enzima histaminasa de origen animal es también una
molécula dimerizada que consiste en dos cadenas de 90 kilodalton cada una y tiene el peso molecular total de 180
kD, es resistente a la tripsina pero sensible a la pepsina.

La pepsina la divide en trozos con una alta actividad.

Se observo que la pepsina divide las enzimas DAO de origen animal en una alta extension (Houen G, Jorgensen J,
Leonardsen L, Larsson LlI.: Purification and partial characterization of mammalian Cu-dependent amine oxidizes.
Acta Chem Scand 1.993: 47: 902-909; Kleutz MD, Adamsons K, Flynn JE Jr. Optimized preparation and
determination of pea seeding amine oxidase. Prep Biochem 10: 615-631; McGuirl MA, McCahon CD, McKeown KA,
Dooley DM.: Purification and characterization of pea seedling amine oxidase for crystallization studies. Plant Physiol
1.994; 106: 1.205-1.211).

La descripcion de la patente europea EP 1339422 describe una aplicacion de la histaminasa de origen vegetal
purificada por fraccionamiento para el tratamiento de choques alérgicos y septicémicos.

La histaminasa es producida a partir de la planta del guisante (Pisum sativum L.) o de plantas de Lens Culinaris,
Cicer arietinum, Latirus sativus por extraccion después por la purificacion de los extractos.

La preparacion se administra en las formas de inyeccion o se administra pulverizada en sangre, abdomen, traquea o
bronquios.

Durante nuestros experimentos, sin embargo, experimentamos que la preparacion no se puede aplicar por via
peroral, debido a que la pepsina la descompone en el estdbmago o en el duodeno, asi llega a ser ineficaz o su efecto
es muy pequefio.

También se encontré durante los experimentos que la aplicacion frecuente de la preparacion en la sangre o en las
vias respiratorias puede producir reacciones inmunitarias desagradables.

Se reconoce que el jugo vegetal prensado obtenido de los brotes del guisante (Pisum sativum L.), lenteja (Lens
culinaris); garbanzo (Cicer arietinum); almorta (Latirus sativus); judia (Phaseolus vulgaris) o haba panosa (Vicia fava)
o de una mezcla de brotes de las plantas mencionadas por prensado no sélo contiene histaminasa (DAO) de origen
vegetal, resistente a la tripsina, sino que contiene también catalasa y una sustancia inhibidora de la proteasa
(pepsina), también.

La preparacion segun la invencién mantiene su capacidad de descomposicion de histamina casi totalmente incluso
en presencia de pepsina y mantiene continuamente este efecto en el tracto alimentario total, también.

El objeto de esta invencién es una preparacion aplicable por via peroral de origen vegetal, resistente a la pepsina y
tripsina, basada en histaminasa, opcionalmente para el uso como agente para mejorar la digestion, reducir el apetito
o reducir el peso corporal. Las caracteristicas de la preparacion de acuerdo con la invencién son como sigue, es un
jugo prensado - que esta opcionalmente en forma liofilizada - obtenido de plantulas de guisante (Pisum sativum L.),
lenteja (Lens culinaris), garbanzo (Cicer arietinum), almorta (Latirus sativus), judia (Phaseolus vulgaris) o haba
panosa (Vicia fava) o - de una mezcla de plantulas de las plantas ya mencionadas que contiene histaminasa,
catalasa e inhibidor de proteasa.

La preparacion contiene 0,1 a 2,5% en masa de histaminasa, 0,1 a 2,5 % en masa de catalasa y 0,5 a 3,2 % en
masa de inhibidor de proteasa calculado para sustancia seca. La preparacion de acuerdo con la invencién también
se puede aplicar como un producto para mejorar la digestiéon, un producto para reducir el apetito, asi como un
producto para reducir el peso.

El objeto también de la invencion es la produccion de la preparacion anterior.

La preparacion de la invencion se produce de tal manera que las semillas de guisante (Pisum sativum L.), lenteja
(Lens culinaris); garbanzo (Cicer arietinum), almorta (Latirus sativus), judia (Phaseolus vulgaris) o haba panosa
(Vicia fava) o una mezcla de las semillas de las plantas ya mencionadas se seleccionan, se desinfectan, se remojan
en agua, se las deja después brotar, después se separan las plantulas, se refrigeran los brotes a una temperatura
entre -10°C y -20°C, se deja que permanezcan a esta temperatura, después se deja que se calienten hasta 4 a
10°C, se prensa el material, se separa el jugo prensado y opcionalmente se liofiliza.

Es ventajoso tomarla diariamente al menos en la dosis de 0,2 mg/kg de peso corporal como preparacion de
complemento alimenticio (calculado para sustancia seca).

Durante nuestros experimentos, se determiné la masa molecular de la histaminasa que esta presente en el jugo
prensado preparado a partir de los brotes de las plantas ya mencionadas.

Es aproximadamente 2 x 75 = 150 kD que indica que esta molécula de origen vegetal presenta una estructura
diferente de la de DAO de origen mamifero con la masa molecular de 2 x 90 = 180 kD.
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La masa molecular de la catalasa que esta presente en el jugo prensado es 4 x 57 = 228 kD.

El jugo prensado de acuerdo con la invencion, asi como su producto liofilizado son preparaciones, adecuadas para
administracion peroral en las siguientes formas: a) como capsulas enterodisolventes (disueltas en el intestino
delgado), b) como un polvo (comprimido) aplicado directamente al estdmago debido a su resistencia a la pepsina.
Asi, se puede usar mas ventajosamente y econémicamente que todas las preparaciones conocidas de origenes
animal o vegetal para descomponer la histamina y reducir la intolerancia a la histamina acompafada con frecuencia
de hiperacidez, ademas, para reducir el apetito aumentado y el sobrepeso.

Se ha sefalado la preparacién de acuerdo con la invenciéon como "PTRNH".

El procedimiento de descomposicion de la histamina tiene lugar en presencia de PTRNH en el estdmago o en el
duodeno de la siguiente manera:

a.) RCH3;NH; (histamina) + O, + H,O + PTRNH (componente DAO) — RCHO + H;O» + NH3
b.) 2H,0, + PTRNH (componente catalasa) — 2H,0 + O,

Como esta teniendo lugar el principal proceso de digestion de los alimentos que contienen histamina en el intestino
delgado y también tiene lugar aqui la liberacion de histamina de ellos, aunque una parte menor de la histamina ya se
libera en el estdbmago, la reduccion del nivel de histamina se puede conseguir por la administracion oral de las
capsulas o comprimidos disueltos en el estdmago o en el intestino delgado o por el jugo prensado que contiene
PTRNH de acuerdo con la invencién administrados inmediatamente por via peroral.

La preparacion de acuerdo con la invencién no solo es resistente a la tripsina que esta presente en el intestino
delgado sino también a la pepsina que esta presente en el estbmago o que entra en el intestino delgado, también.

Se reconoce que nuestra preparacion que se administra por via peroral es mas eficaz que cualquier otra preparacion
de histaminasa administrada por via peroral de origenes animal o vegetal para descomponer la histamina en el
sistema digestivo producida por diferentes razones y que tiene efectos secundarios desagradables incluso por esa
razéon de que contiene también componentes de catalasa e inhibidor de la proteasa (inhibidor de pepsina) en
paralelo a histaminasa resistente a tripsina debido a su naturaleza original.

Se sabe que la histamina producida en el intestino delgado es también un estimulo natural para la produccion de
acido gastrico.

La reduccion en su cantidad, da como resultado una produccion reducida de acido gastrico y una sensacion
disminuida de hambre, lo que existiendo durante un periodo mas prolongado, puede inhibir la ganancia de peso
corporal o puede dar como resultado una pérdida de peso corporal.

Se introduce la preparacion de acuerdo con la invencion y su produccién a continuacion.
Ejemplo 1

Produccion de PTRNH

A.) La germinacion.

Las semillas de cualquier variedad de guisante (Pisum sativum) para siembra de primavera o aquéllas para siembra
de invierno son aplicables principalmente para germinacion pero también se pueden usar semillas de otras plantas
tales como lenteja, garbanzo, almorta, judia o haba panosa, si satisfacen los siguientes requerimientos: la capacidad
germinativa deberia ser al menos 95%, la pureza deberia ser al menos 98% y se deberia cultivar en un area (terreno
arable) donde no se usaran productos quimicos de proteccion de las plantas sintéticos al menos durante los ultimos
tres afos, asi estas areas contienen los residuos de esos productos quimicos o sus productos toxicos
descompuestos en la capa de suelo de 0,001 a 200 cm en una concentracidon menor que el limite prescrito por la
Ley.

Las semillas que tienen que germinar se cultivan en tal sistema de control de calidad (ISO 22000, HACCP, GAP) en
el que las actividades se puedan seguir usando los registros y documentos relacionados con la tecnologia de cultivo
y las operaciones siguientes a la cosecha.

El desarrollo de la germinacion:

Se seleccionan las semillas y se retiran los granos dafiados de la masa, debido a que no germinan o no forman
brotes sanos.

Después se remojan las semillas desinfectadas cuidadosamente durante 8 a 12 horas en agua destilada.

Las semillas absorben agua en 40 a 45% de su propia masa. Las semillas "saturadas con agua" se estratifican en
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bandejas de germinacion en una capa delgada, en el espesor de una semilla posiblemente, después se cubren las
semillas por papel de filtro himedo. Se ponen las bandejas en un termostato de germinacion y se mantienen en la
oscuridad a temperatura ambiente durante 2 dias. Se riegan las semillas mediante agua destilada cada dia para
evitar que se sequen. Las semillas que germinan se implantan formando una capa gruesa en una capa de arena en
la profundidad de 1-10 cm. La arena se desinfecta por lavado con acido o por calentamiento a 400 °C en un horno
de calentamiento, después se lleva a cabo la germinacion en un termostato a 25 °C. El cultivo se controla cada dia
en el momento de suministro de agua. Es importante mencionar que las temperaturas tanto externa como interna (en
la habitacidn) se controlan a niveles constantes. Los gérmenes producidos sin luz no contienen clorofila y su altura
alcanza 20-25 cm en los 10-14 dias. La cosecha tiene lugar después, en la que se retiran los tallos de las semillas y
las raices. Es necesario mantener tanto las manos como las herramientas desinfectadas durante todos los
procedimientos.

B.) El tratamiento de las plantulas.
* Obtencion del material.

Se obtienen 2,00-2,50 kg de plantulas (las partes por encima de las raices), con aproximadamente 10% de
contenido de material seco, de la germinacion de 5 kg de semillas de guisante en el dia 10°, dependiendo de la
especie de la planta. Se cortan los brotes.

Las partes de la planta cortadas se congelan lentamente a -20°C para facilitar el crecimiento de cristales de hielo
para destruir las paredes celulares haciendo mas facil obtener el jugo intracelular de la planta de esta manera. La
temperatura de -20°C se mantiene durante dos horas, después se deja que la masa se caliente hasta 4°C. Se puede
obtener aproximadamente 70 a 80 % en masa del jugo total usando una prensa de tornillo usada generalmente para
producir zumos de fruta. Después de eso no se requiere filtracion. El parametro éptimo de trabajo de la prensa de
tornillo es 10 a 30 N/cm® para las plantulas.

Se presiona la cantidad total de liquido de la masa de las plantulas cortadas de alto contenido en liquido, después se
recoge todo el liquido prensado en un envase. Esta disolucion de aproximadamente 3,5 a 4,0 litros contiene
moléculas de histaminasa, catalasa y el inhibidor de la proteasa (inhibidor de pepsina).

La forma liofilizada de este liquido es PTRNH. Esto es ya un componente de las capsulas enterodisolvente disueltas
solamente en el intestino delgado o del comprimido tomado en una forma bruta en el estomago.

Las relaciones de jugo exprimido/materiales secos son 70 a 80/20 a 30%.

Las distribuciones cuantitativas de los componentes proteinicos principales de PTRNH, la preparacion de
histaminasa de resistencia a la pepsina y tripsina son como sigue en las sustancias secas liofilizadas procedentes
del material bruto de guisante (Pisum sativum), lenteja (Lens culinaris), garbanzo (Cicer arietinum), almorta (Latirus
sativus), judia (Phaseolus vulgaris) y haba panosa (Vicia fava):

Histaminasa (diamino oxidasa) 0,1 a2,5% en masa
Catalasa: 0,1 a2,5% en masa
Inhibidor de proteasa (inhibidor de pepsina) 0,2 a 3,2% en masa

C.) Hay diversos métodos que se pueden usar para medir las actividades enzimaticas de las muestras:
a.) Medicion de la concentracion de histamina por fluorometria (para histaminasa, DAO),
b.) Medicién de concentracion de histamina por el método ELISA (para histaminasa, DAO),

c.) Medicidon de concentracion de analogo de histamina "bencilamina" por espectrofotometria (para histaminasa,
DAO)

d). Medicion de actividad de catalasa sobre la base de descomposicion de H>O- por espectrofotometria.

La prueba de la resistencia conocida de histaminasa (DAQO) a tripsina se baso en la medicion de la descomposicion
de histamina usando diferentes concentraciones de tripsina.

Las dosis de jugo prensado producido de acuerdo con el ejemplo se liofilizan de una manera conocida y los
productos liofilizados se almacenan de manera segura a +4°C.

La preparacion producida de la manera mencionada se sefiala con el signo de PTRNH.
Ejemplo 2
Todo se realiza como en el Ejemplo 1 pero se produce histaminasa pura para fines experimentales a partir del
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producto liofilizado por precipitacion fraccionada vy filtracion de gel de acuerdo con el método descrito en el articulo
de McGuirl MA, McCahon CD, McKeown KA, Dooley DM: Purification and characterization of pea seedling amine
oxidase for crystallization studies, Plant Physiol, 106: 1.205-1.211, 1.994.

La preparacion se sefiala como SDAO.
Ejemplo 3

Todo se realiza como en el Ejemplo 1 pero se prepara una mezcla de histaminasa y catalasa a partir del jugo
prensado por filtraciéon en gel de tipo Sephadex G 100 para fines experimentales.

La preparacion se sefiala como SDAOK.

Ejemplo 4

La demostracién de resistencia de PTRNH frente a pepsina:

Los componentes usados:

Histaminasa de rifidn de cerdo (DAO, fabricante: Sigma Aldrich Ltd., HU)

Pepsina PTRNH (fabricante: Sigma Aldrich Ltd., HU)

Tampon de fosfato de pH 3,5, de 0,1 M

Tampon de fosfato de pH 7,8, de 0,1 M

Reaccion |: en tampon de pH 3,5, 10 minutos a 37°C (medicion de actividad de la pepsina)
a) DAO de cerdo (0,1 mg/0,1 ml) + pepsina (0,1 mg/0,1 ml) + 0,2 ml de tampdn (el volumen final es 0,4 ml)
b) DAO de cerdo (0,1 mg/0,1 ml) + 0,3 ml de tampodn (el volumen final es 0,4 ml)

c) PTRNH (1 mg/0,1 ml) + pepsina (1 mg/0,1 ml) + 0,2 ml de tampdn (el volumen final es 0,4 ml) (donde el contenido
en histaminasa de PTRNH es 0,1 mg/0,1 ml)

d) PTRNH (1 mg/0,1 ml) + 0,3 ml de tampédn (el volumen final es 0,4 ml) (donde el contenido en histaminasa de
PTRNH es 0,1 mg/0,1 ml).

Nota: las proporciones de proteinas DAO/pepsina y PTRNH/pepsina fueron las mismas en ambos sistemas.

Reaccion Il: en medio final de pH 7,2, el tiempo de tratamiento es 60 minutos, a 37°C (medicion de actividad de la
histaminasa)

Se afiadio sustrato de benzamina analogo de histamina a las muestras a; b; c y d; en la concentracion final de 3 mM
en 3 ml de tampon de fosfato (pH 7,8).

(El tampodn con pH 7,8 cambia el medio de reaccion |. de pH 3,5 sobre pH 7,2 requerido para la actividad de la
histaminasa.)

Los resultados de los experimentos son como sigue:

Tabla 1

La prueba de la resistencia de PTRNH a pepsina comparado con una histaminasa procedente de rifién de cerdo (el
efecto de pepsina durante 10 minutos a 37°C).

Muestras Actividad de histaminasa (%)
Histaminasa de rifién de cerdo 100
Histaminasa de rifién de cerdo + pepsina 56
PTRNH 100
PTRNH + pepsina 98,5

1. El pre-tratamiento con pepsina produjo inhibicion de 44% en la DAO de rifién de cerdo.

2. El pre-tratamiento con pepsina produjo inhibicion de 1,1% en PTRNH
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Conclusion:
El jugo prensado de la plantula contiene histaminasa en una forma resistente a pepsina.

Esta observacion afiade nuevas ventajas practicas al conocimiento primero relacionado con la histaminasa de origen
vegetal.

Este resultado puede ser atribuido al hecho de que la preparacién de acuerdo con la invencidon también contiene
H202 que descompone la catalasa y un inhibidor de proteasa, ademas de la histaminasa resistente a tripsina de
origen vegetal.

La novedad de las preparaciones segun esta invencion es el reconocimiento de que hay un componente en el jugo
prensado no fraccionado de las plantulas de plantas leguminosas con actividad de la histaminasa, que puede inhibir
pepsina, asi es capaz de proteger la histaminasa de la pepsina en el estdmago o en el tracto intestinal. Asi, el efecto
de descomposicién de la histaminasa de la preparacién permanece activo en los intestinos durante un tiempo mas
prolongado, eliminando el efecto negativo de la histamina.

Este efecto imprevisto hace posible que estas preparaciones segun la invencion se puedan aplicar de manera eficaz
también por via oral.

El ejemplo ya mencionado presenta algunos resultados experimentales y numéricos de PTRNH preparada a partir
de guisante (Pisum sativum L.). Sin embargo, se obtienen resultados similares usando preparaciones preparadas a
partir de lenteja (Lens culinaris), almorta (Latirus sativus), judia (Phaseolus vulgaris) o haba panosa (Vicia fava).

El potente efecto inhibidor de la histaminasa de preparaciones de PTRNH introducidas en un tracto intestinal
humano se puede esperar que sea aproximadamente 3 x 3 mg/kg/dia.

Ejemplo 5

Los efectos de diversas preparaciones con contenido de histaminasa sobre la reduccién de contracciones del
intestino producidas por histamina en ratas:

Las muestras:
| "histaminasa" (DAO) obtenida de rifién de cerdo (fabricante: Sigma -Aldrich Ltd., HU)

Il Extracto de guisante que contiene "histaminasa" producida a partir de jugo prensado (SDAO) (producido segun el
Ejemplo 2, analogo al producto descrito en la descripcién de patente europea EP 1.339.411)

lIl Extracto de guisante que tiene contenido en "histaminasa" y "catalasa" preparado a partir de jugo prensado y
purificado (SDAOK, segun el Ejemplo 3).

IV Preparacion preparada a partir de jugo prensado no purificado con un contenido en "histaminasa + catalasa +
inhibidor de la proteasa" (PTRNH segun el Ejemplo 1)

El protocolo de examen:

Las mediciones de las contracciones de secciones de ileon de rata suspendidas se realizaron en disolucién de
alimentacion Tyrode gaseada (GIBCO, USA) en una camara de bafio de agua de 10 ml, a 37°C ensayando los
efectos de disoluciones de histamina pretratadas con diversas preparaciones de histaminasa.

El pre-tratamiento de histamina:

a.) 0,1 yg de histamina (Sigma Ltd. Budapest) en 1 ml de disolucién Tyrode (Pre-incubaciéon o 30 minutos en bafio
de agua a 37°C),

b.) 0,1 ug de histamina + DAO de cerdo (0,1 mg) en 1 ml de Disolucién Tyrode (Pre-incubacion durante 30 minutos
en bafo de agua a 37°C),

c.) 0,1 pyg de histamina + SDAO (0,1 mg) en 1 ml de disolucién Tyrode (Pre-incubacion durante 30 minutos en bafio
de agua a 37°C),

d.) 0,1 pg de histamina + SDAOK (0,1 mg) en 1 ml de disolucién Tyrode (Pre-incubacién durante 30 minutos en bafo
de agua a 37°C),

e.) 0,1 ug de histamina + PTRNH (0,1 mg) en 1 ml de disolucién Tyrode (Pre-incubacién durante 30 minutos en bafio
de agua a 37°C).
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Nota: DAO de cerdo, SDAO, SDAOK y PTRNH tienen todos el mismo contenido de histaminasa, es decir, 0,1 mg/ml
de contenido en enzima pura en cada sistema.

Las disoluciones de histamina de volumen final de 1 ml pre-tratadas con las diferentes preparaciones de histaminasa
se afiaden a los contenidos de camaras de 6rganos que contienen trozos de intestino suspendidos en 9 ml de
disolucién de alimentacion Tyrode (el volumen final es 10 ml).

La seccion de ileon se contrae bajo la influencia de histamina libre y la fuerza de la contraccion se expresa en mili-
Newton (mN) sobre la base de un programa de ordenador.

Se libera H20, de histamina descompuesta por histaminasa con un efecto irritante del intestino.
H,0, es descompuesta por catalasa.

Los resultados son como sigue:

a.) 11 mN (bajo efecto de histamina no descompuesta, pura)

b.) 9 mN (bajo efecto de histamina parcialmente descompuesta y H;O; liberada usando DAO de rifion de cerdo),

d.) 5 mN (bajo efecto de histamina parcialmente descompuesta y H-O, descompuesta usando SDAOK),

Y
Y
c.) 7 mN (bajo efecto de histamina parcialmente descompuesta y H,0- liberada usando SDAO),
Y
e.) 2 mN (bajo efecto de histamina parcialmente descompuesta y H».O, descompuesta usando PTRNH)
Conclusiones:
La mayor contraccion se puede medir bajo el efecto de histamina no descompuesta;

El pretratamiento con histaminasa de cerdo purificada o una de guisante (DAO) (es decir, descomposicion de
histamina) reduce la capacidad de contraccion del intestino de las preparaciones;

La presencia de catalasa junto con histaminasa continda reduciendo la capacidad de contraccioén intestinal de la
disolucion (en los casos de SDAOK o PTRNH);

El pre-tratamiento con PTRNH mostro el mejor efecto protector intestinal.

Las preparaciones de PTRNH obtenidas a partir de lenteja, garbanzo, almorta, judia o haba panosa mostraron buen
efecto “protector del intestino” aproximadamente similar frente a la histamina, ademas del obtenido de guisante.

Ejemplo 6

El efecto de PTRNH y la mezcla de "histaminasa + catalasa" de origen animal para la contracciéon del intestino
producida por histamina en presencia de pepsina o sin ella.

Los materiales:

a.) Una preparacion que contiene "histaminasa +catalasa + inhibidor de la proteasa" de origen vegetal producida a
partir de jugo prensado sin purificacion (PTRNH segun el Ejemplo 1),

b.) histaminasa producida a partir de rifion de cerdo (DAO, fabricante: Sigma-Aldrich Ltd., HU) + catalasa preparada
a partir de higado bovino (fabricante: Sigma-Aldrich Ltd., HU)

c.) pepsina (fabricante: Sigma -Aldrich Ltd., HU)
d.) histamina (fabricante: Sigma -Aldrich Ltd., HU)
El sistema de examen:

La medicién de las contracciones de secciones de ileon de rata suspendidas en disolucion de alimentacion Tyrode
gaseada (GIBCO, USA) en camara de bafio de agua de 10 ml a 37°C bajo la influencia de disoluciones de histamina
pretratadas de diversas maneras, como sigue:

a.) 0,1 pg de histamina en 1 ml de disolucidon Tyrode (pre-incubacién durante 30 minutos en un bafio de agua de
37°C),

b.) 0,1 pg de histamina + PTRNH (10 mg) en 1 ml de disolucién Tyrode (pre-incubacién durante 30 minutos en un
bafio de agua de 37°C),

c.) 0,1 yg de histamina + PTRNH (10 mg) + pepsina (10 mg) en 1 ml de disolucién Tyrode (pre-incubacion durante
8
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30 minutos en un bafio de agua de 37°C),

d.) 0,1 pyg de histamina + histaminasa de rifion de cerdo (0,1 mg) + catalasa bovina (0,1 mg) en 1 ml de disolucion
Tyrode (pre-incubacién durante 30 minutos en un bafio de agua de 37°C),

e.) 0,1 ug de histamina + histaminasa de rifién de cerdo (0,1 mg) + catalasa bovina (0,1 mg) + pepsina (0,2 mg) en 1
ml de disolucién Tyrode (pre-incubacion durante 30 minutos en un bafio de agua de 37°C).

Notas:

Las proporciones de proteina de histaminasa + catalasa a pepsina y PTRNH a pepsina fueron las mismas en los dos
sistemas.

Las disoluciones de histamina de volumen final 1 ml y pretratadas con diferentes preparaciones se afiaden a los
contenidos de camaras de organos que contienen los trozos de intestino suspendidos en disoluciones de
alimentacion Tyrode de 9 ml (los volumenes finales fueron 10 ml).

La seccion de intestino del ileon se contrae bajo la influencia de histamina libre y la fuerza de esta contraccion se
expresa en mili-Newtons sobre la base de un programa de ordenador.

Se libera H20; de la histamina descompuesta por histaminasa, teniendo también efectos irritantes intestinales.
H,0, es descompuesta por catalasa.

El inhibidor de proteasa inhibe que la pepsina descomponga la histaminasa, asi queda mas histamina en la
disolucion, con un efecto de contraccién del intestino mas fuerte.

Los resultados son como sigue:
a.) 11 mN (bajo efecto de histamina no descompuesta, pura),
b.) 3 mN (bajo efecto de histamina parcialmente descompuesta y H.O, completamente descompuesta), (PTRNH),

c.) 3,5 mN (bajo efecto de histamina parcialmente descompuesta y H.O, completamente descompuesta; el inhibidor
de pepsina presenta un efecto minimo sobre PTRNH),

d.) 8 mN (bajo efecto de histamina descompuesta en pequefia extension y H,O, descompuesta) (DAO de origen
animal + catalasa),

e.) 10,5 mN (la extension de descomposicion de histamina es muy pequefia debido al efecto de descomposicion de
la histaminasa de la pepsina y la catalasa descompone una cantidad pequefia de H>O,) (DAO de origen animal +
catalasa + pepsina)

Las preparaciones obtenidas prensando las plantulas de lenteja, garbanzo, judia o haba panosa muestran buenos
efectos “protectores intestinales” aproximadamente similares frente a la histamina también en presencia de pepsina,
a los obtenidos a partir de guisante.

Ejemplo 7

Examen del efecto reductor del apetito de la mezcla de PTRNH, histaminasa y catalasa de origen animal en ratones.
Las muestras:

| Frasco de riego que contiene agua del grifo cambiada a diario.

Il Frasco de riego que contiene agua del grifo cambiada a diario y 0,2 mg por 50 ml de mezcla de histaminasa (de
rindn de cerdo) + catalasa (de higado bovino) de origen animal purificada por el fabricante,

Il Frasco de riego que contiene agua del grifo cambiada a diario y 10 mg por 50 ml de PTRNH (histaminasa
prensada + catalasa + inhibidor de enzima de origen vegetal).

IV Frasco de riego que contiene agua del grifo cambiada a diario y 0,1 mg por 50 ml de histaminasa purificada
doméstica obtenida de plantulas de guisante (SDAO).

Cada ratén bebié proteina equivalente a 5 a 10 g de histaminasa pura de promedio cada dia en ambos sistemas,
que es equivalente a 0,2 a 0,4 g por kg de cantidad de enzima pura en ambos sistemas.

Los animales experimentales:
| 7 ratones macho Balb/c de 8 semanas, que bebieron agua de grifo (animales de control).
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Il 7 ratones macho Balb/c de 8 semanas, que bebieron agua del grifo conteniendo enzima DAO purificada de origen
animal.

Il 7 ratones macho Balb/c de 8 semanas, que bebieron agua del grifo conteniendo PTRNH.

IV 7 ratones macho Balb/c de 8 semanas, que bebieron agua del grifo conteniendo histaminasa SDAO obtenida de
guisante.

Se mantuvieron los animales durante 30 dias en un recinto para animales.
El consumo de alimento se midié de manera precisa y se registré cada dia para cada animal.

Tabla 2

Prueba del efecto reductor del apetito de PTRNH dosificado en el agua de bebida en un experimento de animales
de 30 dias de duraciéon en ratones macho Balb/c de 8 semanas.

Grupos de animales Alimento consumido (g por ratén)

Agua de grifo que beben los ratones cambiada cada dia (n=7) 156

Agua de grifo que beben los ratones conteniendo DAO

purificada + catalasa de origen animal cambiada cada dia 151
(n=7)
20 g/ml de PTRNH que beben los ratones en agua del grifo 134

cambiada cada dia (n=7)

Agua del grifo que beben los ratones conteniendo SDAO 153
extraida de guisante cambiada cada dia (n=7)

Los resultados son como sigue:

1. A partir de la segunda semana del experimento, los animales a los que se suministré agua con disolucién de
PTRNH consumieron menos alimento que el resto de los animales.

2. No hubo diferencia entre los consumos de alimento de los animales que recibieron sélo agua, mezcla purificada
de histaminasa + catalasa de origen animal o histaminasa purificada.

Se pueden extraer las siguientes conclusiones:

La preparacion realizada por prensado conteniendo histaminasa + catalasa + inhibidor de enzima reduce la
absorcion de alimento cuando se introduce por via peroral en el sistema digestivo.

Este efecto no estuvo disponible usando histaminasa purificada extraida de guisante (SDAO) o mezcla purificada de
histaminasa (DAO) + catalasa de origen animal.

Las preparaciones PTRNH obtenidas prensando plantulas de lenteja, almorta, judia o haba panosa, ademas de la
obtenida a partir de guisante, proporcionaron efectos reductores del apetito aproximadamente similares.

El efecto reductor del apetito de PTRNH introducido en el tracto intestinal se puede esperar a una dosis de 3 x 3
mg/kg/dia para seres humanos.

Ejemplo 8

Examen sobre los efectos de PTRNH y la mezcla de histaminasa + catalasa de origen animal sobre la inhibicion de
ganancia de peso en ratones.

Las muestras:
| Frasco de riego que contiene agua del grifo cambiada a diario.

Il Frasco de riego que contiene agua del grifo cambiada a diario y 0,2 mg por 50 ml de mezcla de histaminasa (de
rindn de cerdo) + catalasa (de higado bovino) de origen animal purificada por el fabricante.

lll Frasco de riego que contiene agua del grifo cambiada a diario y 10 mg por 50 ml de PTRNH (histaminasa
prensada + catalasa + inhibidor de enzima de origen vegetal).
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IV Frasco de riego que contiene agua del grifo cambiada a diario y 0,1 mg por 50 ml de histaminasa purificada
doméstica obtenida de plantulas de guisante (SDAO).

Cada raton bebid proteina equivalente a 5 - 10 ug de histaminasa pura de promedio cada dia en ambos sistemas,
que es equivalente a 0,2 a 0,4 ug por kg de cantidad de enzima pura en ambos sistemas.

Los animales experimentales:
| 7 ratones macho Balb/c de 8 semanas, que bebieron agua de grifo (animales de control).

Il 7 ratones macho Balb/c de 8 semanas, que bebieron agua del grifo conteniendo dos enzimas purificadas de origen
animal.

[l 7 ratones macho Balb/c de 8 semanas, que bebieron agua del grifo conteniendo PTRNH.

IV 7 ratones macho Balb/c de 8 semanas, que bebieron agua del grifo conteniendo histaminasa purificada obtenida
de guisante.

Se mantuvieron los animales durante 30 dias en un recinto para animales.
Se midio el peso corporal de manera precisa y se registré cada dia para cada animal.

Tabla 3

Prueba del efecto reductor del peso corporal de PTRNH dosificado en el agua de bebida en un experimento de
animales de 30 dias de duracion en ratones macho Balb/c de 8 semanas.

Grupos de animales Ganancia de peso corporal (g por ratén)

Agua de grifo que beben los ratones cambiada cada dia (n=7) 2,2

Agua de grifo que beben los ratones conteniendo DAO

purificada + catalasa de origen animal cambiada cada dia 2,3
(n=7)
20 pg/ml de PTRNH que beben los ratones en agua del grifo 19

cambiada cada dia (n=7)

Agua del grifo que beben los ratones conteniendo SDAO 21
extraida de guisante cambiada cada dia (n=7) ’

Los resultados son como sigue:

La ganancia de peso de los animales a los que se administré agua con disolucion de PTRN fue menor durante 30
dias que la de animales a los que se administré6 agua con agua de grifo sélo o los que recibieron mezcla de DAO
purificada + catalasa de origen animal o histaminasa (SDAO) purificada obtenida a partir de plantulas de guisante.

Se puede observar un efecto inhibidor aproximadamente similar sobre la ganancia de peso dosificando
preparaciones de PTRNH obtenidas prensando plantulas de lenteja, almorta, judia o haba panosa.

El efecto inhibidor de las preparaciones de PTRNH introducidas en el tracto intestinal sobre la ganancia de peso se
puede esperar a la dosis de 3 x 3 mg/kg/dia para seres humanos.
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REIVINDICACIONES

1. Una preparacion aplicable por via peroral de origen vegetal, opcionalmente para el uso como agente para mejorar
la digestion, reducir el apetito o reducir el peso corporal caracterizada por que, la preparacion es un jugo prensado
- que esta opcionalmente en forma liofilizada — obtenido de plantulas de guisante (Pisumsativum L.), lenteja (Lens
culinaris), garbanzo (Cicerarietinum), almorta (Latirussativus), judia (Phaseolus vulgaris) o haba panosa (Viciafaba) o
de una mezcla de plantulas de las plantas ya mencionadas, dicha preparacion contiene histaminasa que es
resistente a pepsina y tripsina, catalasa y un inhibidor de la proteasa.

2. La preparacion segun la reivindicacion 1 caracterizada por que, contiene 0,1 a 2,5 % en masa de histaminasa,
0,1 a 2,5 % en masa de catalasa y 0,5 a 3,2 % en masa de inhibidor de la proteasa calculado para material seco.

3. Un procedimiento para producir la preparacion segun la reivindicacion 1 caracterizado por que, la semilla de
guisante (Pisum-sativum L.), lenteja (Lens culinaris), garbanzo (Cicerarietinum), almorta (Latirussativus), judia
(Phaseolus vulgaris) o haba panosa (Viciafaba) o una mezcla de semillas de las plantas ya mencionadas se
seleccionan, se desinfectan, se remojan en agua, se dejan germinar después, se separan las plantulas, se congelan
los brotes y se mantienen a una temperatura entre -10 y -20 °C, después se dejan calentar hasta 4 a 10 °C, después
se prensa y se separa el jugo prensado y opcionalmente se liofiliza.
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