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DESCRIPCION

Preparacion de medicina tradicional china para enfermedades de vasos sanguineos cardio-cerebrales y su método
de preparacion

Campo técnico

La invencién se refiere a un medicamento, y en particular, a una preparacion de medicamento tradicional chino para
el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares.

Antecedentes de la técnica

Las enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares son enfermedades comunes que causan un gran dafio a la
salud de los seres humanos. Recientemente, tales enfermedades tienen una incidencia creciente debido a cambios
de trabajo, vidas, patrones de dieta, entornos y similares con desarrollo social. La medicina tradicional china (MTC),
a pesar de su inferior actividad hacia una unica diana en relaciéon con la medicina occidental, se caracteriza por sus
multiples rutas y dianas, tratamiento dinamico y holistico y bajos efectos secundarios, que estdn muy lejos de los
efectos de la medicina occidental. La preparacién de MTC con efecto terapéutico definido tendra un efecto
terapéutico global superior al de la medicina occidental. Existe ahora una pluralidad de preparaciones de MTC para
el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, tales como comprimidos de compuesto
Danshen y sus preparaciones de MTC, pastillas de gotas de Guanxin Danshen y comprimidos Xinkeshu, etc. Estas
preparaciones de MTC, todas de las cuales contienen raiz de Salviae miltiorrhizae (también conocida como
danshen) y raiz de Notoginseng, tienen diferentes efectos terapéuticos para sus diferentes formulaciones,
proporciones de componentes, procedimientos de extracciéon y purificacion o formas de dosificacion. Ademas,
apenas puede controlarse la calidad de estas preparaciones de MTC, puesto que no esta disponible ningun método
de deteccion de calidad eficaz en la actualidad para caracterizar completamente las propiedades fisicas y quimicas
de estos medicamentos, y en su lugar, sélo uno o dos compuestos, tales como Danshensu o Tanshinone Il A, se
usan para representar los principios bioldgicamente activos complejos en estos medicamentos. Por tanto, es
necesario mejorar los procedimientos para extraer y purificar tales preparaciones de MTC y también el método para
controlar sus calidades.

El documento WOO04/012651 da a conocer composiciones para tratar enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares basadas en extractos herbales de raiz de Salviae miltorrhizae, Panax notoginseng y borneol. El
documento W002/058625 describe composiciones que comprenden extractos de raiz de Salviae Miltorrhizae, raiz
de Notoginseng y borneol (DSP) para su uso en el tratamiento de cardiopatia coronaria, angina de pecho y para
reducir el nivel de colesterol en suero. El documento US2005/037094 da a conocer composiciones para tratar
enfermedades cardiacas (entre otras angina de pecho, arteriopatia coronaria, ritmo cardiaco andmalo,
cardiomiopatia y enfermedad pericardica) basadas en extractos herbales sin procesar de raiz de Salviae
miltorrhizae, Panax notoginseng y borneol. EI documento WO02/085398 describe composiciones basadas en
Tournefortia samentosa 'y Salvia miltiorrhiza y su uso en el tratamiento de arteriosclerosis o reestenosis.

Sumario de la invencion

Un objeto de la presente invencién es proporcionar una preparacion de MTC mas eficaz para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares. También se proporciona en el presente documento un método
de deteccién para la caracterizacién relativamente completa y exacta de las propiedades fisicas y quimicas de la
misma.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un procedimiento para preparar la preparacion de MTC
anterior.

Los objetos de la presente invencion se logran a través de lo siguiente:

La preparacion de MTC segun la presente invencion puede prepararse a través de un procedimiento que comprende
las siguientes etapas de:

mezclar raiz de Salviae miltiorrhizae y Raiz de Notoginseng con hidréxido de sodio, bicarbonato de sodio, carbonato
de sodio, hidréxido de potasio, bicarbonato de potasio, carbonato de potasio o una mezcla de los mismos en una
cantidad del 0,5%-4,0% basandose en el peso total de dichos materiales medicinales para obtener una mezcla;

someter a ebullicion la mezcla en 3-6 veces de agua durante 2-4 horas;
someter la mezcla a filtracion y concentrar los filtrados combinados;

afadir un etanol con una alta concentracion (por encima del 70%) en una cantidad suficiente para obtener un
contenido del 65-70% del etanol;

permitir que la mezcla repose y separar el sobrenadante;
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recuperar el etanol del sobrenadante y concentrar el residuo hasta que tiene una densidad relativa de 1,20-1,50 (55-
60°C), que es un extracto de raiz de Salviae miltiorrhizae-raiz de Notoginseng;

mezclar el extracto anterior con borneol (o un aceite de madera de Dalbergiae odoriferae); y

afiadir uno 0 mas excipientes farmacoldgicos, tales como almidén, dextrina, lactosa, celulosa microcristalina,
hidroxipropilmetilcelulosa, polietilenglicol, estearato de magnesio, gel de microsilicio, xilitol, lactitol, glucosa, glicina,
manitol, metilalmidén sddico, carboximetilcelulosa de sodio reticulada, polivinilpirrolidona reticulada etc., para
formular la mezcla en diversas formas de dosificacion, tales como inyeccion, comprimido, comprimido de liberacion
sostenida, pastilla de gota, granulo, polvo de inyeccién, capsula, microgranulo, disgregante oral.

Preferiblemente, la preparacion de MTC anterior se prepara a través de un procedimiento que comprende las
siguientes etapas de:

pesar raiz de Salviae miltiorrhizae y raiz de Notoginseng;

afiadir bicarbonato de sodio en una cantidad del 1,4%-1,9% basandose en el peso total de dichos materiales
medicinales para obtener una mezcla;

someter a ebullicién la mezcla en 4-5 veces de agua durante 2-3 horas, y luego en 3-4 veces de agua durante otras
1-2 horas;

someter la mezcla a filtracion y concentrar los filtrados combinados hasta que se logre un peso especifico de 1,16-
1,20 (80+5°C);

afadir un etanol con una alta concentracion (por encima del 70%) en una cantidad suficiente para obtener un
contenido del 65-70% (20°C) del etanol;

permitir que la mezcla repose durante 8-12 horas y separar el sobrenadante;

recuperar el etanol del sobrenadante y concentrar el residuo hasta que tenga una densidad relativa de 1,32-1,40 (55-
60°C), que es un extracto de raiz de Salviae miltiorrhizae-raiz de Notoginseng;

mezclar el extracto anterior con borneol (o un aceite de madera de Dalbergiae odoriferae); y

afiadir uno 0 mas excipientes farmacoldgicos seleccionados del grupo que consiste en almidon, dextrina, lactosa,
celulosa microcristalina, hidroxipropilmetilcelulosa, polietilenglicol, estearato de magnesio, gel de microsilicio, xilitol,
lactitol, glucosa, glicina, manitol, metilalmidén sdédico, carboximetilcelulosa de sodio reticulada, polivinilpirrolidona
reticulada etc. para formular la mezcla en un comprimido, pastilla de gota, polvo de inyeccidén, capsula, granulo,
microgranulo o disgregante oral.

El borneol usado en el presente documento puede ser uno que se produce de manera natural o uno sintetizado. El
aceite de madera de Dalbergiae odoriferae usado en el presente documento se obtiene a través de destilacion de
madera de Dalbergiae odoriferae.

La preparacion de MTC anterior esta preferiblemente en la forma de dosificacion de pastilla de gota.

La preparacién de MTC segun la presente invencion se caracteriza usando los siguientes parametros fisicos y
quimicos:

en el espectro de HPLC, hay 8 picos que tienen una razén de area de pico individual con respecto a area de pico
total mayor del 2%; el tiempo de retencién promedio de estos 8 picos es de 6,04, 9,90, 16,89, 17,84, 20,31, 23,74,
27,73 y 31,02 respectivamente, y el % de DER del tiempo de retenciéon es de 0,31, 0,25, 0,61, 0,70, 0,96, 0,76, 0,50
y 1,18 respectivamente; su area de pico promedio es de 1627,92, 2575,54. 366,89, 381,40, 186,08, 555,35, 281,91y
1852,33 respectivamente, y el % de DER del area de pico es de 5,91, 13,53, 10,92, 13,81, 12,04, 10,48, 18,08 y
14,84 respectivamente; y la razén de area de pico individual con respecto a area de pico total representa el 19,6%-
22,0%, 28,5%-37,4%, 4,2%-5,2%, 4,2%-5,5%, 2,1%-2,7%, 6,4%-7,8%, 3,0%-4,3% y 20,2%-27,2% respectivamente.

Los parametros fisicos y quimicos anteriores se obtuvieron en las siguientes condiciones de deteccion:
(1) Cromatografia de liquidos de alta resolucién

Se us6 gel de octadecilsilil-silice como carga para la columna de cromatografia, con una velocidad de flujo de
1.000 ml/min y una longitud de onda de deteccion de 280 nm. Se llevé a cabo la eluciéon en las siguientes
condiciones: siendo la fase mévil A una disolucién acuosa de acido fosférico al 0,02%, siendo la fase movil B una
disolucion acuosa de acido fosférico al 0,02%-acetonitrilo al 80%, cambiandose la fase moévil A desde el 90% hasta
el 78% homogéneamente y cambiandose la fase mévil B desde el 10% hasta el 22% homogéneamente durante de 0
a 8 min; la fase movil A desde el 78% hasta el 74% y la fase moévil B desde el 22% hasta el 26% durante de 8 a 15
min; y la fase movil A desde el 74% hasta el 48% y la fase movil B desde el 26% hasta el 52% durante de 15 a 55
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min.
(2) Preparacion y determinacion de disolucién de muestra

Se pesan de manera precisa 10 pastillas de la preparacion de MTC segun la presente invencion, y entonces se
afnaden a una botella de medicién de 10 ml. Se anadié agua destilada en una cantidad suficiente para disolver las
pastillas a través de agitaciéon con ultrasonidos durante 15 minutos. Y entonces se afiadid mas agua destilada para
lograr un volumen de 10 ml. Se someti6 la disolucién resultante a centrifugacion o filtracién para obtener una
disolucién de muestra. Se inyectaron con precisiéon 10 pul de la disolucion de muestra en un aparato de HPLC, y
entonces se determiné a modo de cromatografia HPLC para obtener un espectro de HPLC.

Con la ayuda de un método de analisis, tal como una comparacién con una muestra patréon y espectros de masas,
se identificé que los 8 picos anteriores con un tiempo de retencién promedio de 6,04, 9,90, 16,89, 17,84, 20,31,
23,74, 27,73 y 31,02 correspondian a Danshensu, protocatechualdehido, acido isolitospérmico A, acido
isolitospérmico B, &cido salviandlico D, Acido rosmarinico, &cido salviandlico B y &cido salviandlico A,
respectivamente (véase la figura 1).

Usando un método de HPLC-EM particular, se determind que la preparaciéon de MTC de la presente invencion
comprendia Danshensu, protocatechualdehido, acido isolitospérmico A, acido isolitospérmico B, acido salviandlico
D, acido salviandlico E, acido rosmarinico, acido salviandlico B, acido salviandlico G, acido salviandlico A,
tanshinona | , tanshinona Il A, notoginsendsido Ri, ginsendsido Re, ginsendsido Rg1, ginsendsido Rb1,
notoginsendsido R2, notoginsendsido R2 iso., ginsendsido Rg2, ginsendsido Rh1, ginsendsido Rh1 iso., ginsendsido
Rd, ginsendsido Rd iso., ginsendsido Rf-H20, notoginsendsido R2-H20, ginsendsido Rg6 o F4, ginsendsido Rk3,
ginsendsido (Rh4), ginsendsido 20(R)-Rg3, ginsendsido 20(S)-Rg3, ginsendsido (Rk1), ginsendsido (Rg5) y
similares.
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1. Danshensu PM=198
2. Protocatechualdehido PM=138
3. Acido salviandlico A PM=494
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4. Acido salviandlico B PM=718
5. Acido salvianolico C PM=492
6. Acido salvianélico D PM=418
7. Acido salviandlico E PM=718
8. Acido salviandlico G PM=340
9. Acido isolitospérmico A PM=538
10. Acido isolitospérmico B PM=538
11. Acido rosmarinico PM=360

Ginsenésido R1 R2 Peso molecular (PM)
Ginsendsido Rby Glc-Gle Glc-Glc 1108
Estructura tipo A Ginsendsido Rd Glc-Gle Glc 946
Ginsendsido Rgs Glc-Gle H 784
Ginsendésido F» Glc Glc 784
Ginsendsido R4 R> Rs PM
Ginsendsido Re H Glc O-Glc-Rham 946
Ginsendsido Rf H H 0O-Glc-Glc 800
Ginsendsido Rgs H Glc O-Glc 800
: Ginsendsido Rg» H H O-Glc-Rham 784
Estructura tipo B
SHUCUIatPo B = Ginsenssido Rh H H 0-Glc 638
Notoginsendsido R, | H H O-Glc-Xyl 770
Notoginsenésido R1 | H Glc O-Glc-Xyl 932
Ginsendsido F1 H Glc OH 638
Ginsendsido R1 R2 PM
. Ginsendsido Rgs Glc-Glc- H 766
Estructuratipo C - a3 cenésido Rha | H Glc0- 620
Ginsendsido F4 H Rham-Glc-O- 766
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Ginsendsido R4 R2 PM
Estructura tipo D Ginsendsido Rgs H Rham-Glc-O- 766
Ginsenosido Rk4 Glc-Glc H 766
Ginsenosido Rk3 H Glc-O- 620

Glc= B-D-glucosa
Rham= a-L-ramnosa
Xyl= B-D-xilosa

En el procedimiento de extraccion y método de analisis de la presente invencion, se usé un atlas de huellas para
caracterizar completamente las propiedades fisicas y quimicas de la raiz de Salviae miltiorrhizae y la raiz de
Notoginseng en la preparacion de MTC. En comparaciéon con la técnica anterior en la que so6lo uno o dos
compuestos se usan para representar principios biolégicamente activos complejos en preparaciones de MTC, este
medio de caracterizacion es mas adecuado para controlar la calidad de las preparaciones de MTC.

Los principios bioldgicamente activos en las presentes preparaciones de MTC se detectaron usando el método de
analisis de HPLC-EM segun la presente invencion. Como resultado, se han identificado 12 componentes de la raiz
de Salviae miltiorrhizae y 21 componentes de la raiz de Notoginseng en total. Los compuestos se identificaron
principalmente basandose en el analisis de datos de EM" y comparacién con datos de la bibliografia. Finalmente, se
confirmé completamente un gran numero de los componentes con respecto a sus estructuras a través de
comparacion con las muestras de control. Puede concluirse de ese modo que el analisis de la composicién quimica
de la presente preparacion de MTC usando el método de HPLC-EM de la presente invencion puede producir
abundante informacioén sobre la estructura de los principios biolégicamente activos. La caracterizacion mediante esta
informacién de las propiedades fisicas y quimicas de la raiz de Salviae miltiorrhizae y raiz de Notoginseng en la
presente preparacion de MTC tiene en consecuencia un efecto mucho mejor que los métodos en la técnica anterior.

Las siguientes pruebas demuestran que la presente preparacion de MTC tiene un efecto sobre el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares.

1. Efectos de la preparacion de MTC sobre isquemia miocardica e infarto de miocardio en perro anestesiado

Se uso un electrograma epicardico para mapear una gama de isquemia miocardica e indicar la extension de la
misma. Se uso histologia cuantitativa (método de tincion con N-BT) para determinar un area de infarto de miocardio.
También se determinaron cambios del flujo sanguineo de la arteria coronaria, consumo de oxigeno miocardico y
actividades de CK y LDH en suero, y ET, TXB; y 6-ceto-PGF 1, en plasma sanguineo. La preparacién de MTC segun
la presente invencion se estudié tras la administracion alimentaria con respecto a su efecto sobre isquemia
miocardica aguda, infarto de miocardio e indicadores relacionados en perros de prueba.

Los resultados de prueba muestran que la preparacion de MTC segun la presente invencién tiene un efecto
significativo en la mejora de la isquemia miocardica aguda e infarto de miocardio de perros. Puede conducir a una
extension reducida de la isquemia miocardica (2-ST) indicada por el electrograma epicérdico (P<0,001 en relacién
con el grupo de control que usa solucidon salina normal), un area de infarto significativamente reducida indicada a
través de la tincién de N-ST (P<0,001 en relacion con el grupo de control que usa solucién salina normal), y un flujo
de sangre significativamente aumentado de la arteria coronaria en un corazoén isquémico (P<0,001 en relacién con el
grupo de control que usa solucion salina normal). Tiene una accién inhibidora contra la liberacion de lactato
dehidrogenasa (LDH) sérica que resulta de isquemia miocardica e infarto de miocardio (con una razén de cambio
relativa significativamente inferior a la del grupo de control que usa solucién salina normal, P<0,001), asi como
contra el aumento de la actividad de creatina fosfocinasa (CK) (con una razén de cambio relativa significativamente
inferior a la del grupo de control que usa solucién salina normal; P<0,05). Tiene también un efecto en la reduccion de
ET en plasma sanguineo (P<0,001 en relacién con el grupo de control que usa solucién salina normal) y el nivel de
TXB> (P<0,001 en relacién con el grupo de control que usa solucién salina normal, P<0,05 en relacién con el grupo
que usa una preparacion de MTC) de plasma sanguineo, y en la mejora de la razén de 6-ceto-PGF1./TXB, (P<0,001
en relacion con el grupo de control que usa solucion salina normal, P<0,05 en relacién con el grupo que usa una
preparacion de MTC).

2. Efectos de la preparacion de MTC sobre infarto de miocardio provocado por reperfusion isquémica

Se encontré a través de una observacion en un modelo de rata con el dafio de reperfusion por isquemia miocardica
que la preparacion de MTC segun la presente invencion podria conducir a un grado significativamente reducido de
dafio miocardico, una disminucién del area de infarto de miocardio (p<0,05-0,01 en relacién con el grupo modelo) y
un menor peso de una parte de infarto (p<0,05 en relacién con el grupo modelo). Tiene también un efecto en el
aumento significativo de la actividad de superdxido dismutasa (SOD) (p<0,01 en relacién con el grupo modelo).

3. Efectos de la preparacion de MTC sobre la dinamica del flujo de sangre cardiaco y consumo de oxigeno
miocardico en perros
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La preparacion de MTC de la presente invencion se evalud con respecto a su efecto sobre la dinamica de flujo de
sangre cardiaco y consumo de oxigeno miocardico en perros normales anestesiados.

Los resultados muestran que la preparacion de MTC segun la presente invencion puede conducir a un flujo de
sangre significativamente mejorado de la arteria coronaria (p<0,01-0,001 en relaciéon con el grupo antes de la
administracion y el grupo de control que usa solucion salina normal), un vaso coronario expandido, un contenido de
oxigeno aumentado en seno venoso coronario (p<0,05-0,001 en relacién con el grupo antes de la administracion y el
grupo de control que usa solucién salina normal), un indicador de consumo de oxigeno miocardico reducido, un
suministro mejorado de sangre y oxigeno a musculo cardiaco y un aumento del gasto por latido y gasto cardiaco
(p<0,05-0,01 en relaciéon con el grupo antes de la administracion y el grupo de control que usa solucion salina
normal) sin aumentar el trabajo del ventriculo izquierdo. La presente preparaciéon de MTC tiene también un efecto en
el ajuste de la complacencia cardiaca, y por tanto, en la adaptacién y mejora de un sistema cardiovascular.

4. Efectos de la preparacion de MTC sobre la aglutinacién plaquetaria en conejos

La preparacion de MTC de la presente invencion se evalud a través de nefelometria de Born con respecto a su
efecto sobre la aglutinacion plaquetaria en conejos.

Los resultados muestran que la preparacion de MTC, tras una administracién intragastrica durante 7 dias sucesivos,
puede conducir a una reduccion significativa de la aglutinacion plaquetaria en conejos inducida por acido
araquidoénico (AA) (p<0,05-0,01 en relaciéon con el grupo de control que usa agua destilada) y colageno (p<0,01 en
relacion con el grupo de control que usa agua destilada). Esto indica que la preparacién de MTC segun la presente
invencion tiene un efecto inhibidor sobre la aglutinacién plaquetaria.

5. Efectos de la preparacion de MTC sobre la trombogénesis in vitro y la viscosidad sanguinea en ratas

La preparacién de MTC de la presente invencién se evalud con respecto a su efecto sobre la trombogénesis in vitro
y la viscosidad sanguinea en ratas.

Los resultados muestran que la preparacion de MTC, tras una administracién intragastrica durante 7 dias sucesivos,
puede conducir a un trombo considerablemente acortado (p<0,01 en relacién con el grupo de control que usa agua
destilada), un peso en humedo y en seco disminuido del trombo (p<0,05 en relacién con el grupo de control que usa
agua destilada), una viscosidad reducida del plasma sanguineo (p<0,001 en relacién con el grupo de control que usa
agua destilada) y una viscosidad de sangre completa disminuida a diversas velocidades de cizalladura (p<0,05 en
relacion con el grupo de control que usa agua destilada). Esto indica que la preparacién de MTC segun la presente
invencion tiene un efecto en la inhibicion de la trombogénesis, y la reduccién de la viscosidad de plasma sanguineo
y de sangre completa.

6. Efectos de la preparacion de MTC sobre la hiperlipidemia y aterosclerosis en conejos

Se establecié un modelo de hiperlipidemia y aterosclerosis (AS) para la prueba a través de la alimentaciéon con
forraje con un alto contenido de colesterol a un conejo. La preparacion de MTC de la presente invencion se evalud
con respecto a su efecto sobre este modelo.

Los resultados muestran que la preparacion de MTC segun la presente invencion puede conducir a una
concentracion significativamente disminuida de TC, TG, LDL-C, VLDL-C en suero y una razén de TC/HDL-C
disminuida (p<0,05-0,001 en relacién con el grupo de control que padece hiperlipidemia) en conejos, una
concentracion de HDL-C significativamente aumentada (p<0,05 en relacién con el grupo de control que padece
hiperlipidemia), un contenido disminuido de TC en la aorta (p<0,05 en relacion con el grupo de control que padece
hiperlipidemia), un contenido disminuido de TG en el higado (p<0,05 en relacién con el grupo de control que padece
hiperlipidemia) y un contenido disminuido de MDA en el higado (p<0,001 en relacién con el grupo de control que
padece hiperlipidemia). La presente preparacion de MTC tiene un efecto significativo en la mejora de la actividad de
SOD en el higado (p<0,01 en relacién con el grupo de control que padece hiperlipidemia). Ademas, tiene un efecto
significativo en la reduccién del grosor de la placa de la aorta y la cantidad de las células espumosas formadas en la
aorta (p<0,05 en relacion con el grupo de control que padece hiperlipidemia). También conduce a una tendencia
decreciente del area de la placa de la aorta. Esto indica que la preparacion de MTC segun la presente invencién
tiene un efecto en el ajuste de la grasa sanguinea, y al mismo tiempo, un determinado efecto de la anti-peroxidacion
de lipidos y prevencion de la arteriosclerosis.

7. Efectos de la preparacion de MTC sobre la isquemia cerebral localizada en ratas

Usando un modelo de rata con una trombosis de la arteria cerebral media (MCAT), se determind la preparacion de
MTC de la presente invencién con respecto a su efecto sobre un area de infarto cerebral en ratas con MCAT.

Los resultados demuestran que la preparacion de MTC segun la presente invencion tiene un efecto significativo
contra la isquemia cerebral.

Breve descripcion de las figuras
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La figura 1 es un atlas de huellas de los componentes de la raiz de Salviae miltiorrhizae en las pastillas de gotas
como una de las formas de dosificacion de la presente preparacion de MTC. En esta figura, el pico 1 representa
Danshensu; el pico 2 representa protocatechualdehido; el pico 3 representa acido isolitospérmico A; el pico 4
representa acido isolitospérmico B; el pico 5 representa acido salviandlico D; el pico 6 representa acido rosmarinico;
el pico 7 representa acido salviandlico B; y el pico 8 representa acido salviandlico A.

La figura 2 es un espectro de HPLC de los componentes solubles en agua de la raiz de Salviae miltiorrhizae en la
presente preparacion de MTC. En esta figura, el pico 1 representa Danshensu; el pico 2 representa
protocatechualdehido; el pico 3 representa acido isolitospérmico A; el pico 4 representa acido isolitospérmico B; el
pico 5 representa acido salviandlico D; el pico 6 representa acido salviandlico E; el pico 7 representa acido
rosmarinico; el pico 8 representa acido salviandlico B; el pico 9 representa acido salviandlico G; y el pico 10
representa acido salviandlico A.

La figura 3 es un espectro de EM-TIC de los componentes solubles en agua de la raiz de Salviae miltiorrhizae en la
presente preparacion de MTC.

La figura 4 es un espectro de HPLC de los componentes liposolubles de la raiz de Salviae miltiorrhizae en la
presente preparacion de MTC. En esta figura, el pico 1 representa tanshinona [; y el pico 2 representa tanshinona I
A.

La figura 5 es un espectro de EM-TIC de los componentes liposolubles de la raiz de Salviae miltiorrhizae en la
presente preparacion de MTC.

La figura 6 es un espectro de EM-TIC de los componentes de la raiz de Notoginseng en la presente preparacion de
MTC.

Descripcion detallada

La divulgacién se ilustrara adicionalmente en detalle mediante referencia a los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Ejemplo 1 (ejemplo de preparacion)

Se pesaron 41,06 g de raiz de Salviae miltiorrhizae y 8,03 g de raiz de Notoginseng, a los que se afadio bicarbonato
de sodio en una cantidad del 1,8% basandose en el peso total de dichos materiales medicinales. Se someti6 a
ebullicidon la mezcla resultante en 4 veces de agua durante 2 horas, y luego en 3 veces de agua durante otra hora.
Tras la filtracion, se concentraron los filtrados combinados hasta que se logré un peso especifico de 1,19-1,20
(75+1°C). Entonces, se afiadié un etanol al 95% en una cantidad suficiente para obtener un contenido del 65% del
etanol (20°C). Se permitié posteriormente que la mezcla reposara durante 12 horas, y se separé el sobrenadante. Se
recupero el etanol del sobrenadante, y se concentro el residuo hasta que tenia una densidad relativa de 1,37 (55-
60°C), que era un extracto de raiz de Salviae miltiorrhizae-raiz de Notoginseng.

Entonces se mezcl6 el extracto anterior uniformemente con 0,46 g de borneol y 18 g de polietilenglicol-6000. Se
fundié la mezcla a una temperatura de 85°C durante 80 min. Entonces se introdujo la disolucion de fusién en el
tanque de goteo de una maquina de pastillas de gotas manteniéndose la temperatura del tanque a 86°C, en el que
se hizo gotear la disoluciéon en una parafina liquida a 8°C. Se extrajeron las pastillas de gotas obtenidas, se
sometieron a una eliminacién de aceite y luego se tamizaron a través de un tamiz para obtener la preparacion
deseada.

Ejemplo 2 (ejemplo de preparacion)

Se pesaron 59,36 g de raiz de Salviae miltiorrhizae y 6,38 g de raiz de Notoginseng, a los que se anadié carbonato
de potasio en una cantidad del 1,0% basandose en el peso total de dichos materiales medicinales. Se sometié a
ebulliciéon la mezcla resultante en 4 veces de agua durante 2,5 horas, y luego en 3 veces de agua durante otras 1,5
horas. Tras la filtracién, se concentraron los filtrados combinados hasta que se logré un peso especifico de 1,19-1,20
(75+1°C). Entonces, se afiadié un etanol al 85% en una cantidad suficiente para obtener un contenido del 70% del
etanol (20°C). Se permitié posteriormente que la mezcla reposara durante 10 horas, y se separé el sobrenadante. Se
recuperé el etanol del sobrenadante, y se concentré el residuo hasta que tenia una densidad relativa de 1,35 (55-
60°C), que era un extracto de raiz de Salviae miltiorrhizae-raiz de Notoginseng.

Entonces se mezcl6 el extracto anterior uniformemente con 0,34 g de borneol y 23 g de polietilenglicol-6000. Se
fundié la mezcla a una temperatura de 89°C durante 100 min. Entonces se introdujo la disolucion de fusion en el
tanque de goteo de una maquina de pastillas de gotas manteniéndose la temperatura del tanque a 85°C, en el que
se hizo gotear la disolucidén en un aceite de metilsilicona a 8°C. Se extrajeron las pastillas de gotas obtenidas, se
sometieron a una eliminacién de aceite y luego se tamizaron a través de un tamiz para obtener la preparaciéon
deseada.
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Ejemplo 3 (ejemplo de preparacion)

Se pesaron 12,60 g de raiz de Salviae miltiorrhizae y 56,15 g de raiz de Notoginseng, a los que se afadid
bicarbonato de potasio en una cantidad del 1,0% basandose en el peso total de dichos materiales medicinales. Se
sometié a ebullicion la mezcla resultante en 4 veces de agua durante 2,5 horas, y luego en 3 veces de agua durante
otras 1,5 horas. Tras la filtracién, se concentraron los filtrados combinados hasta que se logré un peso especifico de
1,19-1,20 (75+1°C). Entonces, se afadié un etanol al 95% en una cantidad suficiente para obtener un contenido del
70% del etanol (20°C). Se permiti6 posteriormente que la mezcla reposara durante 10 horas, y se separd el
sobrenadante. Se recuper6 el etanol del sobrenadante, y se concentrd el residuo hasta que tenia una densidad
relativa de 1,35 (565-60°C), que era un extracto de raiz de Salviae miltiorrhizae-raiz de Notoginseng.

Entonces se mezcld el extracto anterior con 0,34 g de borneol y 23 g de polietilenglicol-6000. Se fundié la mezcla a
una temperatura de 89°C durante 100 min. Entonces se introdujo la disolucion de fusién en el tanque de goteo de
una maquina de pastillas de gotas manteniéndose la temperatura del tanque a 85°C, en el que se hizo gotear la
disolucién en un aceite de metilsilicona a 8°C. Se extrajeron las pastillas de gotas obtenidas, se sometieron a una
eliminacion de aceite y luego se tamizaron a través de un tamiz para obtener la preparacién deseada.

Ejemplo 4 (ejemplo de preparacion)

Se pesaron 31,12 g de raiz de Salviae miltiorrhizae y 9,21 g de raiz de Notoginseng, a los que se afiadié hidroxido
de sodio en una cantidad del 0,5% basandose en el peso total de dichos materiales medicinales. Se someti6 a
ebullicidon la mezcla resultante en 4 veces de agua durante 1,5 horas, y luego en 3 veces de agua durante otras 1,5
horas. Tras la filtracién, se concentraron los filtrados combinados hasta que se logré un peso especifico de 1,19-1,20
(75+1°C). Entonces, se afiadié un etanol al 88% en una cantidad suficiente para obtener un contenido del 66% del
etanol (20°C). Se permitié posteriormente que la mezcla reposara durante 10 horas, y se separé el sobrenadante. Se
recuperé el etanol del sobrenadante, y se concentré el residuo hasta que tenia una densidad relativa de 1,40 (55-
60°C), que era un extracto de raiz de Salviae miltiorrhizae-raiz de Notoginseng.

Entonces se mezcld el extracto anterior uniformemente con 0,50 g de borneol, 90 g de manitol, 15 g de edetato de
calcio y sodio y 15 ml de agua destilada. Se liofilizé la mezcla resultante, y finalmente se formulé en polvos de
inyeccion.

Ejemplo 5 (ejemplo de preparacion)

Se pesaron 116,35 g de raiz de Salviae miltiorrhizae y 58,21 g de raiz de Notoginseng, a los que se anadio
bicarbonato de sodio en una cantidad del 2,0% basandose en el peso total de dichos materiales medicinales. Se
sometidé a ebullicion la mezcla resultante en 4 veces de agua durante 2 horas, y luego en 3 veces de agua durante
1,5 horas. Tras la filtracién, se concentraron los filtrados combinados hasta que se logré un peso especifico de 1,19-
1,20 (75+1°C). Entonces, se afiadié un etanol al 88% en una cantidad suficiente para obtener un contenido del 66%
del etanol (20°C). Se permitid posteriormente que la mezcla reposara durante 10 horas, y se separ6 el
sobrenadante. Se recuperé el etanol del sobrenadante, y se concentrd el residuo hasta que tenia una densidad
relativa de 1,40 (55-60°C), que era un extracto de raiz de Salviae miltiorrhizae-raiz de Notoginseng.

Entonces se mezcld el extracto anterior uniformemente con 1,80 g de aceite de madera de Dalbergiae odoriferae y
40 g de celulosa microcristalina. Se afiadidé una disolucion al 3% de polividona en etanol para ablandar la masa.
Entonces se tamizé la masa ablandada a través de una malla de tamiz 18 para formar granulos. Se secaron los
granulos a una temperatura de 60°C durante 35 min, se recortaron y entonces se mezclaron uniformemente con 4 g
de polvos de talco. Se encapsulé la mezcla obtenida para obtener la preparaciéon deseada.

Ejemplo 6 (ejemplo de preparacion)

Se pesaron 116,35 g de raiz de Salviae miltiorrhizae y 58,21 g de raiz de Notoginseng, a los que se afadid
bicarbonato de sodio en una cantidad del 2,0% basandose en el peso total de dichos materiales medicinales. Se
sometid a ebullicion la mezcla resultante en 4 veces de agua durante 2 horas, y luego en 3 veces de agua durante
1,5 horas. Tras la filtracién, se concentraron los filtrados combinados hasta que se logré un peso especifico de 1,19-
1,20 (75+1°C). Entonces, se afiadio un etanol al 88% en una cantidad suficiente para obtener un contenido del 66%
del etanol (20°C). Se permitid posteriormente que la mezcla reposara durante 10 horas, y se separ6 el
sobrenadante. Se recuperd el etanol del sobrenadante, y se concentré el residuo hasta que tenia una densidad
relativa de 1,40 (55-60°C), que era un extracto de raiz de Salviae miltiorrhizae-raiz de Notoginseng.

Entonces se mezcl6 el extracto anterior uniformemente con 0,90 g de borneol, 120 g de celulosa microcristalina,
40 g de hidroxipropilmetilcelulosa, 5 g de xilitol y 2 g de estearato de magnesio. Se comprimié la mezcla obtenida en
comprimidos para obtener la preparacién deseada.

Ejemplo 7 (ejemplo de preparacion)

Se pesaron 140,35 g de raiz de Salviae miltiorrhizae y 36,42 g de raiz de Notoginseng, a los que se afadid
bicarbonato de sodio en una cantidad del 2,5% basandose en el peso total de dichos materiales medicinales. Se
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sometié a ebullicion la mezcla resultante en 4 veces de agua durante 2 horas, y luego en 3 veces de agua durante
1,5 horas. Tras la filtracién, se concentraron los filtrados combinados hasta que se logré un peso especifico de 1,19-
1,20 (75+1°C). Entonces, se afiadié un etanol al 90% en una cantidad suficiente para obtener un contenido del 65%
del etanol (20°C). Se permitié posteriormente que la mezcla reposara durante 8 horas, y se separé el sobrenadante.
Se recuperd el etanol del sobrenadante, y se concentré el residuo hasta que tenia una densidad relativa de 1,35 (55-
60°C), que era un extracto de raiz de Salviae miltiorrhizae-raiz de Notoginseng.

Entonces se mezcl6 el extracto anterior uniformemente con 1,00 g de borneol y 46 g de celulosa microcristalina. Se
anadioé una disolucion al 3% de polividona en etanol para ablandar la masa. Entonces se tamizé la masa ablandada
a través de una malla de tamiz 18 para formar granulos. Se secaron los granulos a una temperatura de 60°C durante
30 min, se recortaron y entonces se mezclaron uniformemente con 4 g de polvos de talco. Se comprimié la mezcla
obtenida en comprimidos para obtener la preparacion deseada.

Ejemplo 8 (ejemplo de detecciéon para componente activo)
1. Preparacion de la muestra
(1) Los componentes solubles en agua de la raiz de Salviae miltiorrhizae en la presente preparacion de MTC

Se pesaron 148,4 mg de cada una de las pastillas de gotas de MTC de los ejemplos 1, 2 y 3, los polvos de inyeccién
de MTC del ejemplo 4, las capsulas de MTC del ejemplo 5, los comprimidos de disgregante oral de MTC del ejemplo
6 y los comprimidos de MTC del ejemplo 7. Se disolvieron dichas preparaciones en 6 ml de agua a través de
ultrasonidos durante 15 min, y luego se filtraron a través de una pelicula de nailon de 0,45 um para obtener una
disoluciéon de muestra amarilla, respectivamente.

(2) Los componentes de la raiz de Notoginseng y componentes liposolubles de la raiz de Salviae miltiorrhizae en la
presente preparacion de MTC

Se pesaron 1003,8 mg de cada una de las pastillas de gotas de MTC de los ejemplos 1, 2 y 3, los polvos de
inyeccion de MTC del ejemplo 4, las capsulas de MTC del ejemplo 5, los comprimidos de disgregante oral de MTC
del ejemplo 6 y los comprimidos de MTC del ejemplo 7. Se disolvieron dichas preparaciones en 10 ml de amoniaco
acuoso al 4% a través de ultrasonidos durante 15 min, y luego se filtraron a través de una pelicula de nailon de 0,45
um, respectivamente. Se pretratd el filtrado en una columna Extract-Clean Cqg (Alltech Associates, Inc, EE.UU.).
Esta muestra, tras cargarse en la columna, se lavé con 10 ml de agua, y luego se eluyd con 2 ml de metanol para
obtener la muestra de prueba como un eluyente amarillo, respectivamente.

2. Analisis de la muestra
(1) Instrumentos y agentes

Cromatoégrafo de liquidos Agilent serie-1100 (Agilent); detector de matriz de diodos G1315A; inyector de muestras
automético G1313A; termostato G1316A; desaireador G1322A y bomba Duplex; estacion de trabajo cromatografica
HP Instrument.

Espectrografo de masas de trampa/CL-MSD de tipo G2445A serie 1100 (Bruker); se llevo a cabo la ionizacion por
medio de electropulverizacién; columna Extract-Clean C1g (100 mg/ml, Alltech Associates, Inc, EE.UU.), siendo el
acetonitrilo cromatograficamente puro (TEDIA), siendo el agua agua redestilada, y siendo el acido acético
analilticamente puro.

(2) Condiciones de deteccion de los instrumentos

Se us6 una columna cromatografica Agilent Zorbax SB-C18 (5 um, 4,6 mm X 25 cm, Agilent, SN: USCL009296) para
el analisis de HPLC. Se realizaron la elucion en gradiente y la deteccién del espectro de masas de cada muestra en
las siguientes condiciones.

(1) Los componentes solubles en agua de la raiz de Salviae miltiorrhizae en la preparacién de MTC de cada ejemplo

Condiciones de elucion de HPLC:

tiempo (min) fase mévil A (%) fase movil B (%) | fase movil A: &cido acético:agua = 0,01:100
0 95,0 5,0 fase movil B: acido acético:acetonitrilo = 0,01:100
15 78,3 21,7 velocidad de flujo: 0,5 ml/min
33 78,3 21,7 temperatura: 30°C
38 65,0 35,0 longitud de onda de deteccién: longitud de onda
multiple (280 nm de longitud de onda indicada)

Condiciones de analisis de EM:

| | HPLC-EM | HPLC-EM" |
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Manera de deteccion de idn deteccién de i6n negativo

Velocidad de flujo de gas seco (I/min) 10 10
Presion de nebulizador (psi) 60 60
Temperatura seca (°C) 350 350
Voltaje capilar (v) 3500 3500
Intervalo de barrido de masa (m/z) 100-1200 100-800
Amplitud de fragmento (ev) 1,5-3,0

(2) Los componentes de la raiz de Notoginseng en la preparacion de MTC de cada ejemplo

Condiciones de elucion de HPLC:

tiempo (min) fase movil A (%) fase movil B (%)
0 80 20 fase mévil A: acido acético:agua = 0,01:100
15 65 35 fase movil B: acido acético:acetonitrilo = 0,01:100
25 65 35 velocidad de flujo: 0,8 ml/min
40 57 43 temperatura: 30°C
50 54 46 longitud de onda de deteccion: longitud de onda
65 42 58 multiple (203 nm de longitud de onda indicada)
75 25 75
Condiciones de analisis de EM:
HPLC-EM | HPLC-EM"
Manera de deteccion de ion deteccién de i6n negativo
Velocidad de flujo de gas seco (I/min) 10 10
Presion de nebulizador (psi) 60 60
Temperatura seca (°C) 350 350
Voltaje capilar (v) 3500 3500
Intervalo de barrido de masa (m/z) 400-1500 400-1200
Amplitud de fragmento (ev) 1,2-1,5

3. Resultados del andlisis e identificacion de picos

Se identificaron los componentes en los siguientes dos aspectos: (1) usando muestras de control; (2) usando las
propiedades de absorcién de UV e informacién de fragmento de i6n de EM" en combinacion con datos de la

bibliografia.

4. Resultados de identificacion

(1) Los componentes solubles en agua de la raiz de Salviae miltiorrhizae en la preparacion de raiz de Salviae
miltiorrhizae de cada ejemplo tal como se describe en el presente documento (véanse las tablas 1y 2, y las figuras 2

y 3).

Tabla 1. Datos de HPLC-EM y resultados de identificacion

Picon.° | Tiempo de retencion M/z de pico de masa de Identidad Longitud de onda
ién cuasi-molecular [M-H] de absorcion max.
Xméx.
1 12,73 197 Danshensu 280
2 19,69 137 Protocatechualdehido 231, 280, 310
3 22,99 537 Acido isolitospérmico A | 327
4 23,83 537 Acido isolitospérmico B 327
5 24,89 417 Acido salvianolico D 247, 321
6 26,70 717 Acido salviandlico E 330
7 28,51 359 Acido rosmarinico 329
8 31,93 717 Acido salvianolicoB 254, 286, 309
9 34,86 339 Acido salviandlico G 395
10 44 .64 493 Acido salviandlico A 288

Tabla 2. Datos de HPLC-EM"

Pico n.° Identidad m/z de ién de fragmento
3 Acido isolitospérmico A Segundo (537): 493[M-H-CO,]’, 295[M-CO,-R-H,01
Tercero (295): 159, 109
4 Acido isolitospérmico B Segundo (537): 493[M-H-CO,], 295[M-CO,-R-H,OT
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Tercero (295): 159, 109

Segundo (417): 175[M-CO.-R-H20]’, 373[M-H-CO2]
Tercero (175): 147, 157, 133

Segundo (717): 519[M-R-H.0J’, 321[M-2R-2H.0]
Tercero (519): 321[M-R-H>0], 339[M-R]

Tercero (321): 279, 293, 249, 223, 185

Segundo (359): 161[M-R-H,0J’, 179[M-R], 195
Segundo (717): 519[M-R-H.0J’, 321[M-2R-2H.0]
Tercero (519): 321[M-R-H207, 339[M-R]
Cuarto(321): 279, 293, 249, 233, 185

Segundo (339): 321[M-H-H20J, 295[M-H-CO,]
Tercero (295): 279, 267

Cuarto (279): 251

Segundo (493): 295[M-R-H20]

Tercero(295): 159, 109

5 Acido salviandlico D

6 Acido salviandlico E

7 Acido rosmarinico
8 Acido salviandlico B

9 Acido salviandlico G

10 Acido salviandlico A

Puede observarse a partir de los resultados de EM" que el segundo y tercer pico tienen estructuras muy similares al
del acido litospérmico. Sin embargo, son considerablemente diferentes del acido litospérmico con respecto a la
absorcion de UV. El acido litospérmico tiene una absorcidn relativamente fuerte cerca de 253 nm debido a su
estructura principal de fenilcumarano, mientras que el segundo y tercer pico no tienen tal propiedad de absorcion.
Ambos de estos picos tienen una absorciéon de UV muy similar a la del acido salviandlico E, lo que demuestra que
los dos compuestos correspondientes a estos dos picos es probable que tengan la misma estructura principal que el
acido salviandlico E, es decir la estructura de estructura principal de carboxildifeniletileno. De ese modo se concluye
que tienen estructuras como las de los acidos isolitospérmicos A y B mostradas en la féormula estructural anterior
para los componentes. Estas dos estructuras nunca se han notificado, y por tanto se denominan &cidos
isolitospérmicos A y B en el presente documento.

(2) Los componentes liposolubles de la raiz de Salviae miltiorrhizae en la preparacion de MTC de la presente
invencion (véanse la tabla 3 y las figuras 4 y 5).

Tabla 3. Datos de HPLC-EM y resultados de identificacion

Pico n.° Tiempo de retencién M/z" de pico de masa de idn Identidad
cuasi-molecular
1 24,36 277[M+H]", 575[2M+Na]’ Tanshinona |
2 34,85 295[M+H]’, 611[2M+Na]’ Tanshinona 1A

(3) Los componentes de la raiz de Notoginseng en las pastillas de gotas de Salviae miltiorrhizae de la presente
invencién (véanse las tablas 4 y 5 y la figura 6).

Tabla 4. Datos de HPLC-EM y resultados de identificacion

Pico n.° Tiempo de retencién M/z de pico de masa de ién Identidad
cuasi-molecular [M-H]
1 11,27 931 Notoginsendsido R
2 12,38 945 Ginsendsido Re
2 12,53 799 Ginsendsido Rgy
3 20,81 1107 Ginsenosido Rb+
4 21,25 769 Notoginsendsido Ry
5 22,53 769 Notoginsendsido R; iso.
6 22,85 783 Ginsendsido Rg»
7 23,77 637 Ginsendsido Rh
8 25,00 637 Ginsendésido Rhy iso. (F4)
9 30,05 945 Ginsenosido Rd
10 34,81 945 Ginsenosido Rd iso.
11 40,00 781 Ginsenosido Rf-H,O
12 41,57 751 Notoginsendsido R,-H,O
13 43,72 751 Notoginsendsido Ry-H,O
14 44 89 765 Ginsenésido Rge/F4
15 46,43 619 Ginsendsido Rks/Rhs(Rks)
16 48,68 619 Ginsendsido Rks/Rh4(Rhas)
17 54,97 783 Ginsendsido 20(R)Rgs
18 56,48 783 Ginsendsido 20(S)Rgs
19 68,35 765 Ginsendsido Rk1/Rgs(RK1)
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| 20 | 69,53 765 | Ginsendsido Rki/Rgs(Rgs) |
Tabla 5. Datos de HPLC-EM"
Tiempo de retencion Identidad M/z" de pico de masa de i6n cuasi-molecular

11,27 Notoginsendsido Ry 799[M-H-Xyl];637[M-H-Xyl-Glc];
475[M-H-Xyl-2Glc]

12,38 Ginsendsido Re 799[M-H-Rham]’; 783[M-H-GlIcJ;
637[M-H-Rham-Glc]’; 475[M-H-Rham-2Gic]

12,53 Ginsendsido Rg1 637[M-H-GlIc]’; 475[M-H-2GlIc]

20,81 Ginsendsido Rb 945[M-H-Gilc]; 783[M-H-2GlIcJ;
621[M-H-3GlIc]’; 459[M-H-4Glc]

21,25 Notoginsendsido R» 637[M-H-Xyl]; 475[M-H-Xyl-Glc]

22,53 Notoginsendsido R» iso. 637[M-H-Xyl]'; 475[M-H-Xyl-Glc]

22,85 Ginsendsido Rg2 637[M-H-Rham]; 475[M-H-Rham-Glc]

23,77 Ginsendsido Rh;4 475[M-H-Glc]

25,00 Ginsendsido Rhy iso. (F1) | 475[M-H-Glc]

30,05 Ginsendsido Rd 783[M-H-Glc]’; 621[M-H-2GlIc]; 459[M-H-3Glc]

34,81 ginsendsidoRdiso. 783[M-H-GilcJ; 621[M-H-2Glc]’; 459[M-H-3Glc]

40,00 Ginsenésido Rf-H,O 619[M-H-Glc]’; 457[M-H-2GlIc]

41,57 Notoginsendsido Ro-H2O 619[M-H-Xyl]

43,72 Notoginsendsido Ro-H20 619[M-H-Xyl]

44,89 Ginsendsido Rge/F4 619[M-H-Rham]’; 457[M-H-Rham-Glc]

54,97 Ginsendsido 20(R)Rgs 621[M-H-GlIc]’; 459[M-H-2GlIc]

56,48 Ginsendsido 20(S)Rgs 621[M-H-Glc]’; 459[M-H-2GlIc]

68,35 Ginsenosido Rki/Rgs(Rk1) | 603[M-H-GIc]’; 441[M-H-2GIc]

69,53 Ginsendsido Rk1/Rgs(Rgs) | 603[M-H-Glc]; 441[M-H-2GIc]

Basandose en la investigacion anterior, se establecen el procedimiento de extraccion y el método de andlisis para la
preparacion de MTC de la presente invencion, que incluyen:

(1) un procedimiento en fase sélida para extraer los componentes liposolubles de raiz de Salviae miltiorrhizae y los
componentes de notoginsendsido de las pastillas de gotas de raiz de Salviae miltiorrhizae;

(2) un método de analisis de HPLC-EM para cada muestra.

Se han identificado en total 12 componentes de la raiz de Salviae miltiorrhizae y 21 componentes de saponina de la
raiz de Notoginseng. Entre ellos, se han identificado 4 componentes solubles en agua de la raiz de Salviae
miltiorrhizae, 2 componentes liposolubles de la raiz de Salviae miltiorrhizae y 9 componentes de saponina a través
de comparacion con las muestras de control, mientras que se identificaron otros compuestos basandose
principalmente en un anélisis de datos de EM" y comparacién con datos de la bibliografia.

Ejemplo 9 (ejemplo de deteccién del atlas de huellas para los componentes de la raiz de Salviae miltiorrhizae en la
preparacion de MTC)

1. Instrumentos y agentes

Instrumentos: Cromatografo de liquidos Agilent 1100, que comprende: bomba Quad, sistema de desaireacién en
linea, inyector de muestras automatico, detector DAD, tanque de temperatura de columna, estaciéon de trabajo
Chemestation; balanza electrénica BS210S (1/104 g) (Beijing Sartorius Company), balanza electronica METTLER
AE240 ((1/10'4 go 1/10° g) (Mettler-Toledo Corporation, Shanghai), centrifuga LD4-2 (4000 r/min) (Beijing Medical
Centrifuge Factory), marmita de bafio de agua termostatica digital (Tianjing Changfeng Corporation), evaporador
rotatorio RE-52AA (Shanghai Yarong Biochemical Instrumention Factory), bomba de vacio de circulacion de agua
SHE-(Ill) (Gongyi Yingyuyuhua Instrumentation Factory), limpiador ultrasénico KQ-250B (Kunshan Ultrasonic
Instrumentation Corporation), filtro HENGAO T&D (HENGGAO T&D), filtro de membrana de fibras sintéticas
(abertura 0,45 um) (Shanghai Xingya Purifying Materials Factory).

Agentes: acetonitrilo (cromatograficamente puro, Merck Company, EE.UU.), acido fosférico (calidad superior), agua
pura Wahaha.

2. Preparacion de la muestra de prueba

Se pesaron de manera precisa 10 pastillas de la preparacion de MTC de cada lote del ejemplo 1 y entonces se
introdujeron en una botella de medicién de 10 ml. Se afiadié agua destilada en una cantidad suficiente para disolver
las pastillas a través de agitacion con ultrasonidos durante 15 min. Y entonces se afadié mas agua destilada para
lograr un volumen de 10 ml. Se sometié la disolucidon obtenida a centrifugacién o filtracién para obtener una
disolucion de muestra.
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3. Condiciones de analisis de HPLC

Columna cromatografica Agilent ZoRBAx SB-C18 (4,6x250 mm, 5 pum); fase movil: siendo la fase mévil A una
disolucién acuosa de acido fosférico al 0,02%, siendo la fase mévil B una disolucién acuosa de acido fosférico al
0,02%-acetonitrilo al 80%; velocidad de flujo: 1.000 ml/min; longitud de onda de deteccién: 280 nm, temperatura de
la columna: 30°C; volumen de muestra inyectado: 10 pl.

Gradiente de elucién de la fase movil:

Tiempo de retencién Fase movil A (viv) Fase movil B (v/v)
0 min 90% 10%
8 min 78% 22%
15 min 74% 26%
55 min 48% 52%

4. Resultados de deteccion (véase la tabla 7)

Tabla 7. Resultados de deteccidn para los componentes de raiz de Salviae miltiorrhizae en 200 lotes de las pastillas
de gotas de MTC anteriores

Picon.° | Tiempode | % de DER del Area de % de DER Porcentaje de Intervalo en
retencién tiempo de pico del area de area de pico porcentaje del area
promedio retencion promedio pico individual con de pico individual

respecto a area con respecto a area

de pico total de pico total
1 6,04 0,31 1627,92 5,91 20,80% 19,6%-22,0%
2 9,90 0,25 2575,54 13,53 32,90% 28,5%-37,4%
3 16,89 0,61 366,89 10,92 4,69% 4,2%-5,2%
4 17,84 0,70 381,40 13,81 4,87% 4,2%-5,5%
5 20,31 0,96 186,08 12,04 2,38% 2,1%-2,7%
6 23,74 0,76 555,35 10,48 7,09% 6,4%-7,8%
7 27,73 0,50 281,91 18,08 3,60% 3,0%-4,3%
8 31,02 1,18 1852,33 14,84 23,66% 20,2%-27,2%

Nota:

El pico 1 representa Danshensu; el pico 2 representa protocatechualdehido; el pico 3 representa acido
isolitospérmico A; el pico 4 representa acido isolitospérmico B; el pico 5 representa acido salviandlico D; el pico 6
representa acido rosmarinico; el pico 7 representa acido salviandlico B; y el pico 8 representa acido salviandlico A
(véase la figura 1).

La tabla 7 muestra las posiciones relativas y las razones de area (tiempo de retencion y area de pico) de 8 picos, en

los que 3 picos tienen una razén de area de pico individual con respecto a area de pico total mayor del 10% y los 8
picos tienen una razén de area de pico individual con respecto a area de pico total mayor del 2%.
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REIVINDICACIONES

1. Preparacion de medicamento basada en extractos obtenidos de raiz de Salviae miltiorrhizae y raiz de
Notoginseng para su uso en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares,
caracterizada porque los extractos comprenden:

H
0 on
HO CH,CHCOOH
HO,
HO—@-GHO

Protocatechualdehido

Danshensu

HO  CH,COCH

HD—@-CHHCHCOO&

Acido salviandlico D

HQ
10~ -cH-cr-cooR

Acido rosmarinico

1o RIOOC  CH=CHCOOR,

HO—{, ) D

OH

Acido salviandlico B,
Rz oH
RO

10 Acido salviandlico

R,00C CH=CHCOOH
' HOOC CH=CHCOOR,

acido isolitospérmico A acido isolitospérmico B
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OH OH
HooC -
= —HC—H,C OH —HC=H,C OH

en los que Rq es YRz es : ,en
la que la preparacion de medicamento tiene los parametros fisicos y quimicos caracterizados tal como
sigue:

en el espectro de HPLC, hay 8 picos que tienen una razon de area de pico individual con respecto a area
de pico total mayor del 2%; el tiempo de retenciéon promedio de estos 8 picos es de 6,04, 9,90, 16,89, 17,84,
20,31, 23,74, 27,73 y 31,02 respectivamente, el % de DER del tiempo de retencién es de 0,31, 0,25, 0,61,
0,70, 0,96, 0,76, 0,50 y 1,18 respectivamente; el area de pico promedio es de 1627,92, 2575,54, 366,89,
381,40, 186,08, 555,35, 281,91 y 1852,33 respectivamente, el % de DER del area de pico es de 5,91,
13,53, 10,92, 13,81, 12,04, 10,48, 18,08 y 14,84, respectivamente; y el intervalo de la razén de area de pico
individual con respecto a area de pico total representa el 19,6%-22,0%, 28,5-37,4%, 4,2%-5,2%, 4,2%-
5,5%, 2,1%-2,7%, 6,4%-7,8%, 3,0%-4,3% y 20,2%-27,2% respectivamente;

en la que los parametros fisicos y quimicos anteriores se determinan en las siguientes condiciones:
(1) cromatografia de liquidos de alta resolucion:

carga: gel de octadecilsilil-silice; velocidad de flujo: 1.000 ml/min; y longitud de onda de deteccion: 280 nm;
y

(2) elucioén:

fase movil A: disolucién acuosa de acido fosférico al 0,02%; fase movil B: disolucién acuosa de acido
fosférico al 0,02%-acetonitrilo al 80%; y elucién en gradiente: cambiandose la fase movil A desde el 90%
hasta el 78% homogéneamente y cambiandose la fase movil B desde el 10% hasta el 22%
homogéneamente durante de 0 a 8 min, la fase mévil A desde el 78% hasta el 74% y la fase movil B desde
el 22% hasta el 26% durante de 8 a 15 min, y la fase movil A desde el 74% hasta el 48% y la fase mévil B
desde el 26% hasta el 52% durante de 15 a 55 min;

y en la que la disoluciéon de muestra se prepara y se determina a través de las siguientes etapas de: pesar
10 pastillas de las preparaciones de medicamento de manera precisa y afiadirlas a una botella de medicién
de 10 ml; afadir agua destilada en una cantidad suficiente para disolver las preparaciones a través de
agitacion con ultrasonidos durante 15 minutos; afiadir mas agua destilada para lograr un volumen de 10 mi;
someter la disolucion resultante a centrifugacion o filtracion para obtener la disolucién de muestra; inyectar
de manera precisa 10 pl de la disolucion de muestra en el sistema de HPLC; y determinar la disolucion de
muestra segun la cromatografia HPLC para obtener el espectro de HPLC.

Preparacion de medicamento segun la reivindicacion 1, caracterizada porque los extractos comprenden los
componentes que tienen una m/z de pico de masa de i6n cuasi-molecular de 417, 717, 359, 717, 339 y 493
[M-H] respectivamente, en la que

el componente con 417 [M-H] tiene una segunda m/z de i6n de fragmento de 175[M-CO,-R-H20] y 373[M-
H-CO2], y una tercera m/z de i6n de fragmento de 147, 157 y 133;

el componente con 717 [M-H] tiene una segunda m/z de i6n de fragmento de 519[M-R-H20] y 321 [M-2R-
2H,0], una tercera m/z de i6n de fragmento de 321 [M-R-H20] y 339[M-R], y una tercera m/z de i6n de
fragmento de 279, 293, 249, 223 y 185;

el componente con 359 [M-H] tiene una segunda m/z de ién de fragmento de 161[M-R-H>QO], 179[M-R], y
195;

el componente con 717 [M-H] tiene una segunda m/z de i6n de fragmento de 519[M-R-H20] y 321[M-2R-
2H,0T, una tercera m/z de i6n de fragmento de 321 [M-R-H>QOJ y 339[M-R], y una cuarta m/z de i6n de
fragmento de 279, 293, 249, 233 y 185;

el componente con 339 [M-H] tiene una segunda m/z de i6n de fragmento de 321[M-H-H>O] y 295[M-
HCO2], una tercera m/z de ién de fragmento de 279 y 267, y una cuarta m/z de ién de fragmento de 251; y

el componente con 493 [M-H] tiene una segunda m/z de i6n de fragmento de 295[M-R-H,0J, y una tercera
m/z de i6n de fragmento de 159 y 109;

en la que el analisis de espectro de masas se lleva a cabo tal como sigue:
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(1) la HPLC-EM se lleva a cabo a través de la deteccion de idn negativo en las siguientes condiciones de
velocidad de flujo de gas seco: 10 I/min; presion de nebulizador: 60 psi; temperatura de gas seco: 350°C;
voltaje capilar: 3500 v; e intervalo de barrido de m/z: 100-1200; y

(2) la HPLC-EM" se lleva a cabo a través de la deteccion de ion negativo en las siguientes condiciones de
velocidad de flujo de gas seco: 10 I/min; presion de nebulizador: 60 psi; temperatura de gas seco: 350°C;
voltaje capilar: 3500 v; intervalo de barrido de m/z: 100-800; y amplitud de fragmento: 1,5-3,0 v.

Preparacion de medicamento segun la reivindicacion 1, caracterizada porque los extractos comprenden los
componentes que tienen una m/z de pico de masa de i6n cuasi-molecular de 931, 945, 799, 1107, 769, 769,
783, 637, 637, 945, 945, 781, 751, 751, 765, 783, 783, 765 y 765 [M-H] respectivamente, en la que:

el componente con 931 [M-H] tiene una m/z de i6n de fragmento de 799[M-H-Xyl]', 637[M-H-Xyl-GIc] y
475[M-H-Xyl-2GiIc];

el componente con 945 [M-H] tiene una m/z de i6n de fragmento de 799[M-H-Rham], 783[M-H-Glc],
637[M-H-Rham-Gilc] y 475[M-H-Rham-2GlcJ;

el componente con 799 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 637[M-H-Glc] y 475[M-H-2GlIc];

el componente con 1107 [M-H] tiene una m/z de i6n de fragmento de 945[M-H-Glc], 783[M-H-2GlIc],
621[M-H-3Glc] y 459[M-H-4Gilc];

el componente con 769 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 637[M-H-Xyl]" y 475[M-H-XyI-GIc];
el componente con 769 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 637[M-H-Xyl]" y 475[M-H-XyI-GIc];

el componente con 783 [M-H] tiene una m/z de i6n de fragmento de 637[M-H-Rham] y 475[M-H-Rham-
GlcJ;

el componente con 637 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 475[M-H-GlIc];
el componente con 637 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 475[M-H-GlIc];

el componente con 945 [M-H] tiene una m/z de i6n de fragmento de 783[M-H-GIc], 621[M-H-2GIc] y
459[M-H-3GlIcJ;

el componente con 945 [M-H] tiene una m/z de i6n de fragmento de 783[M-H-Glc], 621[M-H-2Glc] y
459[M-H-3GlcT;

el componente con 781 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 619[M-H-Gic] y 457[M-H-2GlIc]’;
el componente con 751 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 619[M-H-XyI];
el componente con 751 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 619[M-H-XyI];

el componente con 765 [M-H] tiene una m/z de i6n de fragmento de 619[M-H-Rham] y 457[M-H-Rham-
GlcJ;

el componente con 783 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 621[M-H-Glc] y 459[M-H-2GlIc]’;
el componente con 783 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 621[M-H-Glc] y 459[M-H-2GlIc]’;
el componente con 765 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 603[M-H-Glc] y 441[M-H-2GlIc];
el componente con 765 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 603[M-H-Glc] y 441[M-H-2GlIc];
en la que el analisis de espectro de masas se lleva a cabo tal como sigue:

(1) la HPLC-EM se lleva a cabo a través de la deteccidon de ién negativo en las siguientes condiciones de
velocidad de flujo de gas seco: 10 I/min; presion de nebulizador: 60 psi; temperatura de gas seco: 350°C;
voltaje capilar: 3500 v; e intervalo de barrido de m/z: 400-1500; y

(2) la HPLC-EM" se lleva a cabo a través de la deteccion de i6n negativo en las siguientes condiciones de
velocidad de flujo de gas seco: 10 I/min; presion de nebulizador: 60 psi; temperatura de gas seco: 350°C;
voltaje capilar: 3500 v; intervalo de barrido de m/z: 400-1200; y amplitud de fragmento: 1,2-1,5 v.

Preparacion de medicamento segun la reivindicacion 1, caracterizada porque los extractos comprenden los
componentes que tienen una m/z de pico de masa de i6n cuasi-molecular de 417, 717, 359, 717, 339 y 493
[M-H] respectivamente, en la que
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el componente con 417 [M-H] tiene una segunda m/z de i6n de fragmento de 175[M-CO,-R-H,QO] y 373[M-
H-CO2], y una tercera m/z de i6n de fragmento de 147, 157 y 133;

el componente con 717 [M-H] tiene una segunda m/z de i6n de fragmento de 519[M-R-H20] y 321[M-2R-
2H20] una tercera m/z de i6n de fragmento de 321[M-R-H2QO] y 339[M-R] y una tercera m/z de i6n de
fragmento de 279, 293, 249, 223 y 185;

el componente con 359 [M-H] tiene una segunda m/z de ié6n de fragmento de 161[M-R-H20], 179[M-R] y
195;

el componente con 717 [M-H] tiene una segunda m/z de i6n de fragmento de 519[M-R-H,0] y 321[M-2R-
2H,0], una tercera m/z de i6n de fragmento de 321[M-R-HQO] y 339[M-R], y una cuarta m/z de i6n de
fragmento de 279, 293, 249, 233 y 185;

el componente con 339 [M-H] tiene una segunda m/z de i6n de fragmento de 321[M-H-H>QOJ y 295[M-
HCO.J, una tercera m/z de ién de fragmento de 279 y 267, y una cuarta m/z de ién de fragmento de 251; y

el componente con 493 [M-H] tiene una segunda m/z de i6n de fragmento de 295[M-R-H20J, y una tercera
m/z de i6n de fragmento de 159 y 109;

en la que el analisis de espectro de masas se lleva a cabo tal como sigue:

(1) la HPLC-EM se lleva a cabo a través de la deteccion de idn negativo en las siguientes condiciones de
velocidad de flujo de gas seco: 10 I/min; presion de nebulizador: 60 psi; temperatura de gas seco: 350°C;
voltaje capilar: 3500 v; e intervalo de barrido de m/z: 100-1200; y

(2) la HPLC-EM" se lleva a cabo a través de la deteccion de i6n negativo en las siguientes condiciones de
velocidad de flujo de gas seco: 10 I/min; presion de nebulizador: 60 psi; temperatura de gas seco: 350°C;
voltaje capilar: 3500 v; intervalo de barrido de m/z: 100-800; y amplitud de fragmento: 1,5-3,0 v;

dicha preparacién de medicamento comprende ademas los componentes que tienen una m/z de pico de
masa de ion cuasi-molecular de 931, 945, 799, 1107, 769, 769, 783, 637, 637, 945, 945, 781, 751, 751,
765, 783, 783, 765 y 765 [M-H], en la que:

el componente con 931 [M-H] tiene una m/z de i6n de fragmento de 799[M-H-Xyl]', 637[M-H-Xyl-GIc] y
475[M-H-Xyl-2Gilc];

el componente con 945 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 799[M-H-Rham], 783[M-H-GlIc],
637[M-H-Rham-Gilc] y 475[M-H-Rham-2GlcJ;

el componente con 799 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 637[M-H-Glc] y 475[M-H-2GlIc];

el componente con 1107 [M-H] tiene una m/z de i6n de fragmento de 945[M-H-Glc], 783[M-H-2Gic], 621
[M-H-3Glc] y 459[M-H-4GIc]’;

el componente con 769 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 637[M-H-Xyl]" y 475[M-H-Xyl-GIc];
el componente con 769 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 637[M-H-Xyl]" y 475[M-H-XyI-GIc];
el componente con 783 [M-H] tiene una m/z de i6n de fragmento de 637[M-H-Rham] y 475[M-H-Rham-Glc]

el componente con 637 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 475[M-H-GlIc];
el componente con 637 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 475[M-H-GlIc];

el componente con 945 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 783 [M-H-Glc], 621 [M-H-2Glc] y
459[M-H-3GlIcJ;

el componente con 945 [M-H] tiene una m/z de i6n de fragmento de 783 [M-H-Glc], 621 [M-H-2GlIc] y
459[M-H-3GlcT;

el componente con 781 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 619[M-H-Glc] y 457[M-H-2GlIc]’;

el componente con 751 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 619[M-H-Xyl[;

el componente con 751 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 619[M-H-XylJ;

gll c]_omponente con 765 [M-H] tiene una m/z de i6n de fragmento de 619[M-H-Rham] y 457[M-H-Rham-
cl;

18



10

15

20

25

30

35

40

45

10.

ES 2 635869 T3

el componente con 783 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 621[M-H-Glc] y 459[M-H-2GlIc]’;
el componente con 783 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 621[M-H-Glc] y 459[M-H-2GlIc]’;
el componente con 765 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 603[M-H-Glc] y 441[M-H-2GlIc];
el componente con 765 [M-H] tiene una m/z de ién de fragmento de 603[M-H-Glc] y 441 [M-H-2GiIc];
en la que el analisis de espectro de masas se lleva a cabo tal como sigue:

(1) la HPLC-EM se lleva a cabo a través de la deteccidon de ién negativo en las siguientes condiciones de
velocidad de flujo de gas seco: 10 I/min; presion de nebulizador: 60 psi; temperatura de gas seco: 350°C;
voltaje capilar: 3500 v; e intervalo de barrido de m/z: 400-1500; y

(2) la HPLC-EM" se lleva a cabo a través de la deteccion de i6n negativo en las siguientes condiciones de
velocidad de flujo de gas seco: 10 I/min; presion de nebulizador: 60 psi; temperatura de gas seco: 350°C;
voltaje capilar: 3500 v; intervalo de barrido de m/z: 400-1200; y amplitud de fragmento: 1,2-1,5 v.

Preparacion de medicamento segun la reivindicacién 4, caracterizada porque los componentes solubles en
agua de los extractos comprenden acido salviandlico D, &cido salviandlico E, acido rosmarinico, acido
salviandlico B, &cido salviandlico G, acido salviandlico A, Danshensu, protocatechualdehido, acido
isolitospérmico A, acido isolitospérmico B, tanshinona |, tanshinona IlIA, notoginsendsido R4, ginsendsido
Re, ginsendsido Rgi, ginsendsido Rb1, notoginsendsido R2, notoginsendsido R2 iso., ginsendsido Rg2,
ginsendsido Rh1, ginsendsido Rh1 iso., ginsendsido Rd, ginsendsido Rd iso., ginsendsido Rf-H20,
notoginsendsido R2-H20, ginsendsido Rg6 o F4, ginsendsido 20(R)-Rg3, ginsendsido 20(S)-Rg3,
ginsendsido Rk1, ginsendsido Rg5, ginsendsido Rk3 y ginsendsido Rh4.

Preparacion de medicamento segun la reivindicacion 1, caracterizada porque los 8 picos con un tiempo de
retencion promedio de 6,04, 9,90, 16,89, 17,84, 20,31, 23,74, 27,73 y 31,02 se corresponden con
Danshensu, protocatechualdehido, acido isolitospérmico A, acido isolitospérmico B, acido salviandlico D,
acido rosmarinico, acido salviandlico B y acido salviandlico A, respectivamente.

Procedimiento para preparar la preparaciéon de medicamento segun una cualquiera de las reivindicaciones
1-6, que comprende:

pesar raiz de Salviae miltiorrhizae y raiz de Notoginseng;

afiadir hidroxido de sodio, bicarbonato de sodio, carbonato de sodio, hidroxido de potasio, bicarbonato de
potasio, carbonato de potasio o una mezcla de los mismos en una cantidad del 0,5%-4,0% basandose en el
peso total de dichos materiales medicinales;

someter a ebullicion la mezcla resultante en 3-6 veces de agua durante 2-4 horas;
someter la mezcla a filtracién y concentrar los filtrados combinados;

afiadir un etanol con la concentracién por encima del 70% en una cantidad suficiente para lograr un
contenido del 65-70% del etanol;

permitir que la mezcla repose y separar el sobrenadante;

recuperar el etanol del sobrenadante, y concentrar el residuo hasta que tenga una densidad relativa de
1,20-1,50, que es un extracto de raiz de Salviae miltiorrhizae-raiz de Notoginseng;

mezclar el extracto anterior con borneol o un aceite de madera de Dalbergiae odoriferae; y
afiadir un excipiente para obtener la preparacion.

Procedimiento para preparar la preparacion de medicamento segun la reivindicacién 7, caracterizado
porque dicho excipiente es almidén, dextrina, lactosa, celulosa microcristalina, hidroxipropilmetilcelulosa,
polietilenglicol, estearato de magnesio, gel de silicio en micropolvo, xilitol, lactitol, glucosa, glicina, manitol,
metilalmidén sédico, carboximetilcelulosa de sodio reticulada, polivinilpirrolidona reticulada como tal o en
agua, o una mezcla de mas de uno de los adyuvantes anteriores; dicha preparacion esta en la forma de
dosificacién de inyeccion, comprimido, comprimido de liberacién sostenida, pastilla de gota, granulo, polvo
de inyeccion, capsula, microgranulo o disgregante oral.

Procedimiento para preparar la preparacion de medicamento segun la reivindicacién 8, caracterizado
porque dicha preparacion esta en forma de dosificacion de pastilla de gota.

Procedimiento para preparar la preparacion de medicamento segun la reivindicacién 9, caracterizado
porque comprende las etapas de:
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pesar raiz de Salviae miltiorrhizae y raiz de Notoginseng;

afiadir bicarbonato de sodio en una cantidad del 1,4%-1,9% basandose en el peso total de dichos
materiales medicinales;

someter a ebullicion la mezcla resultante en 4-5 veces de agua durante 2-3 horas, y luego en 3-4 veces de
agua durante 1-2 horas;

someter la mezcla a filtracién y concentrar los filtrados combinados hasta que se logre un peso especifico
de 1,16-1,20;

afiadir un etanol con la concentracion por encima del 70% en una cantidad suficiente para obtener un
contenido del 65-70% del etanol;

permitir que la mezcla repose durante 8-12 horas y separar el sobrenadante;

recuperar el etanol del sobrenadante y concentrar el residuo hasta que tenga una densidad relativa de 1,32-
1,40, que es un extracto de raiz de Salviae miltiorrhizae-raiz de Notoginseng;

mezclar el extracto anterior con borneol o un aceite de madera de Dalbergiae odoriferae, y polietilenglicol-
6000 uniformemente;

calentar la mezcla hasta la fusion;

hacer gotear la masa fundida en un refrigerante de parafina liquida o aceite de metilsilicona a través de una
maquina de pastillas de gotas;

tomar las pastillas de gotas obtenidas y someterlas a una eliminacién de aceite; y
tamizar las pastillas para obtener la preparacion deseada.

Uso de una preparacion de medicamento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la
preparacion de un medicamento para tratar enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares.
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