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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica para inducir la regeneracion hepatica
Campo técnico

La divulgacion se refiere a una composicion farmacéutica, y mas particularmente, a una composicion farmacéutica
para promover la regeneracién de higado dafiado.

Antecedentes

El carcinoma hepatocelular (HCC, cancer de higado) ocup6 el quinto lugar entre las causas de muerte del cancer en
el mundo en los hombres, el octavo en las mujeres. HCC es casi indetectable en la etapa inicial. Por lo tanto, el
retraso del mejor momento del tratamiento ocurre todo el tiempo. Clinicamente, la cirugia de hepatectomia o el
trasplante de higado son los mejores métodos para el tratamiento de HCC. Sin embargo, dado que la mayoria de los
pacientes con HCC han sido diagnosticados en etapa tardia, por lo tanto, solo el 15% de los pacientes pueden ser
tratados mediante cirugia de hepatectomia, sin embargo, su tasa de recuperacion es inferior al 5%. Ademas, se
pueden utilizar otros métodos de tratamiento que incluyen la quimioembolizacion arterial transcatéter (TACE), la
ablacion por radiofrecuencia (RFA) y la radioterapia, sin embargo, su tasa de recaida es superior al 80%. Cuando los
pacientes con sintomas clinicos son diagnosticados con HCC, el tiempo de supervivencia promedio de los mismos
es solo de alrededor de 6 meses, a la luz de esto, no solo la tasa de mortalidad por HCC es alta, sino que su
pronéstico es muy pobre. Actualmente, la eficacia de los medicamentos de quimioterapia comunes de HCC, por
ejemplo, Fluorouracilo, Pirarubicina, Oxaliplatino, Cisplatino, etc., es limitada. El nuevo farmaco de terapia dirigida
Nexavar® (Sorafenib) como inhibidores de quinasas multiples ha sido aprobado para el estadio avanzado de HCC o
HCC primario. Nexavar mejora la supervivencia en HCC. En 2008, la comercializacién global del tratamiento del
cancer es de $ 53.1 mil millones (Nature Review in Cancer) y la comercializacion del tratamiento del cancer de
higado es de aproximadamente $ 2.5 mil millones. Por lo tanto, el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento
de HCC es una necesidad no satisfecha en la clinica.

Resumen
Una realizacion de la invencién proporciona una composicion farmacéutica para promover la regeneracion de higado

dafiado, que incluye: una proantocianidina con una cantidad eficaz; y un portador o sal farmacéuticamente
aceptable, en la que las unidades monomeéricas de la proantocianidina tienen la siguiente formula:

R

31 Ry
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B |l

En la formula, cuando R1 es OCHs, Rz es OH y Rs es H, cuando R1 es OH, Rz es H y Rz es H, cuando R1 es OH, Rz
es OHy Rs es H, o cuando R1 es OH, Rz es OH y Rz es OH, y R4 es 3-(a)-OH, 3-(B)-OH, 3-(a)-O-azlcar o 3-(3)-O-
azlcar.

La composicion farmacéutica (BEL-X) se encuentra después de pruebas experimentales que se pueden aplicar al
tratamiento de diversas enfermedades hepaticas, que incluyen (1) cancer de higado causado por virus de hepatitis B
cronica o infeccion por virus de hepatitis C. La composicién farmacéutica (BEL-X) se puede usar sola o usar como
agentes adyuvantes para otros diversos métodos de tratamiento, que pueden mejorar la funcién hepatica de los
pacientes con HCC, reducir la progresion de HCC, aumentar la tasa operable y la tasa de éxito de la cirugia de
pacientes con HCC, reducir la tasa de recurrencia postoperatoria, aumentar la tasa de supervivencia y prolongar el
tiempo de supervivencia de los pacientes con HCC, ademas, mejorar la calidad de vida de los pacientes con HCC.
(2) La composicion farmacéutica (BEL-X) se puede usar sola o usar en combinacion con otros farmacos de
tratamiento clinico para tratar pacientes con fibrosis hepatica. (3) La composicion farmacéutica (BEL-X) se puede
usar sola o usar en combinacién con otros farmacos de tratamiento clinico para tratar pacientes con higado graso,
asi como también mejorar las funciones hepaticas para prevenir la cirrosis hepatica y el HCC.

A saber, la divulgacion es como se describen los puntos a continuacion.
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1. Una composicion farmacéutica para promover la regeneracion de higado dafiado, que comprende: una
proantocianidina con una cantidad eficaz, la unidad monomérica de la proantocianidina que tiene la siguiente
férmula:

en la que, cuando R1 es OCHs, Rz es OH y Rz es H, cuando R1 es OH, Rz es Hy Rs es H, cuando R1 es OH, Rz es
OH y Rs es H, o cuando R1 es OH, Rz es OH y R3 es OH, y R4 es 3-(a)-OH, 3-(B)-OH, 3-(a)-O-azucar o 3-()-O-
azucar; y un portador o sal farmacéuticamente aceptable.

2. La composicion farmacéutica para promover la regeneraciéon de higado dafiado como se describe en el punto 1,
en la que las unidades monoméricas de la proantocianidina estan unidas entre si mediante enlaces C4-C8, enlaces
C4-C6 o enlaces C2-07.

3. La composicion farmacéutica para promover la regeneraciéon de higado dafiado como se describe en el punto 1,
en la que la proantocianidina tiene un grado de polimerizacién que varia de 2 a 30.

4. La composicion farmacéutica para promover la regeneracion de higado dafiado como se describe en el punto 1,
en la que las unidades monomeéricas de la proantocianidina comprenden isémeros épticos Ro S en C2, C3 o C4.

5. La composicion farmacéutica para promover la regeneraciéon de higado dafiado como se describe en el punto 1,
en la que las unidades monomeéricas de la proantocianidina comprenden compuestos flavonoides.

6. La composicion farmacéutica para promover la regeneraciéon de higado dafiado como se describe en el punto 5,
en la que los compuestos flavonoides comprenden catequina, epicatequina, epiafzetequina, gallocatequina,
galloepicatequina, epigallocatequina, flavonoles, flavandioles, leucocianidinas o procinidinas.

7. La composicion farmacéutica para promover la regeneraciéon de higado dafiado como se describe en el punto 1,
en la que la unidad monomérica de la proantocianidina comprende flavan-3-ol.

8. La composicion farmacéutica para promover la regeneraciéon de higado dafiado como se describe en el punto 1,
en loa que la proantocianidina se extrae de una planta.

9. La composicién farmacéutica para promover la regeneracion de higado dafiado como se describe en el punto 8,
en la que la planta comprende plantas de Ericaceae, Rosaceae, Pinaceae, Vitaceae o Urticaceae.

10. La composicion farmacéutica para promover la regeneracion de higado dafiado como se describe en el punto de
9, en la que la planta de Urticaceae comprende Boehmeria nivea L. Gaud.

Una descripcion detallada se proporciona en las siguientes realizaciones con referencia a los dibujos adjuntos.
Breve descripcion de los dibujos

La divulgacion se puede entender mas completamente leyendo la descripciéon detallada posterior y ejemplos con
referencias hechas al dibujo adjunto, en el que:

Las figuras la-1f representan 3-flavanol, 3,4-flavanol, catequina y epicatequina;

Las figuras 2a-2e representan espectros de masa de cromatografia de gases de pirdlisis de proantocianidina
después de la repurificacion de 95% de extracto de etanol de proantocianidina Boehmeria nivea L. Gaud.;

La figura 3 representa el espectro de absorcién infrarroja de la proantocianidina después de la repurificacién del
extracto de etanol al de 95% de Boehmeria nivea L. Gaud.;

Las figuras 4a-4b representan espectros de masas de cromatografia liquida de alta resolucion (+/-) de
proantocianidina después de la repurificacion de 95% de extracto de etanol de Boehmeria nivea L. Gaud.;
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Las figuras 5a-5c representan espectros *C RMN y *H RMN de proantocianidina después de la repurificacion de
95% de extracto de etanol de Boehmeria nivea L. Gaud.;

Las figuras 6a-6b muestran respectivamente enlace C4-C8 y enlace C4-C6, de acuerdo con espectros de deteccion
de *H RMN y 13C RMN, en la divulgacién, las unidades monoméricas de polimero de proantocianidina purificado se
unen entre si principalmente a través de enlaces C4-C8;

Las figuras 7a-7c representan espectros de masas de tiempo de vuelo de ionizacidn por desorcion laser asistida por
matriz (MALDI-TOF) de proantocianidina después de la repurificacion de extracto de etanol al de 95% de Boehmeria
nivea L. Gaud.;

La figura 8 muestra el efecto de las composiciones farmacéuticas (BEL-X) sobre la tasa de supervivencia en ratones
transgénicos con HCC inducido por el gen X del virus de la hepatitis B, en la divulgacion;

La figura de 9 muestra el efecto de las composiciones farmacéuticas (BEL-X) en HCC en ratones transgénicos con
HCC inducido por el gen X del virus de la hepatitis B, en la divulgacién, estimada por la proporcion peso/peso
corporal del higado;

La figura 10 muestra el efecto de las composiciones farmacéuticas (BEL-X) sobre la funcion hepatica en ratones
transgénicos con HCC inducido por el gen X del virus de la hepatitis B, en la divulgacién, estimada por el indice de
funcién hepética - ALT,;

La figura 11 muestra el efecto de composiciones farmacéuticas (BEL-X) sobre la funcién hepatica de ratones
transgénicos con HCC inducido por el gen X del virus de la hepatitis B, en la divulgacién, estimada por el indice de
funcién hepatica - AST,;

La figura 12 muestra el efecto de las composiciones farmacéuticas (BEL-X) sobre la fibrosis hepatica inducida por la
sustancia quimica DEN en ratas, en la divulgacion, estimada por el contenido de hidroxiprolina;

La figura. 13 muestra el efecto de las composiciones farmacéuticas (BEL-X) sobre la fibrosis hepatica inducida por la
sustancia quimica DEN en ratas, en la divulgacion, estimada por el area de tincion con a-SMA;

La figura. 14 muestra el efecto de las composiciones farmacéuticas (BEL-X) sobre la fibrosis hepatica inducida por la
sustancia quimica DEN en ratas, en la divulgacion, estimada por contenido de hidroxiprolina;

Las figuras 15-16 muestran el efecto de las composiciones farmacéuticas (BEL-X) sobre la tasa de supervivencia de
ratas con fibrosis hepatica/cancer de higado inducido por la sustancia quimica DEN, en la divulgacion; y

La figura. 17 muestra el efecto de las composiciones farmacéuticas (BEL-X) sobre la regeneracion hepatica de ratas
con fibrosis hepatica inducida por la sustancia quimica DEN, en la divulgacion, estimado por la proporcion de
regeneracién del volumen hepatico.

Descripcion detallada

En la siguiente descripcion detallada, a los efectos de la explicacion, se exponen numerosos detalles especificos
para proporcionar una comprension completa de las realizaciones descritas. Sin embargo, sera evidente que una o
mas realizaciones pueden practicarse sin estos detalles especificos. En otros casos, se muestran
esquematicamente estructuras y dispositivos bien conocidos para simplificar el dibujo.

La divulgacion adopta proantocianidina como ingrediente activo de la composicién farmacéutica (BEL-X) para lograr
el propdsito de promover la regeneracion de higado dafiado.

En la divulgacion, la proantocianidina que tiene el efecto de promover la regeneracion de higado dafiado se puede
extraer de una planta. En una realizacién, la planta usada puede comprender una planta de Ericaceae, Rosaceae,
Pinaceae, Vitaceae o Urticaceae, preferiblemente Urticaceae Boehmeria nivea L. Gaud. La parte extraida de la
planta puede comprender raices, tallos, hojas y/o frutos.

En la divulgacion, la planta se puede extraer usando métodos generales conocidos. En una realizacion, se cortan o
rallan raices, tallos, hojas y/o frutos secos de una planta. A continuacion, la planta se extrae usando una solucion de
extraccién. En una realizacion, raices y/o tallos de la Boehmeria nivea L. Gaud. se selecciona para extracto

La solucion de extraccion se puede seleccionar entre agua o una solucion mezclada con agua y solventes con
diferentes polaridades del agua. Los solventes con diferentes polaridades de agua pueden comprender alcohol,
acetona, metanol o acetato de etilo. Los solventes se pueden usar solos, mezclados entre si 0 mezclados con agua.
La proporcion de la solucidn de extraccién y la planta no tiene ninguna limitacion particular. En una realizacion, la
proporcion de la solucién de extraccion y la planta es de 1:10 (p/p).
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Durante la extraccién, la temperatura de extraccion puede cambiar ligeramente a medida que se seleccionan
diferentes soluciones de extraccion. En una realizacion, la planta se puede sumergir en una solucién de extraccion a
temperatura ambiente. En otra realizacion, la soluciéon de extraccion se puede calentar a la temperatura de reflujo
(60-100 °C) de la misma. EIl tiempo de extraccion es de aproximadamente 2 horas a siete dias, dependiendo de la
temperatura de extraccion. Ademas, durante la operacién de extraccion, por ejemplo, se puede afiadir cloruro de
sodio, acido inorganico diluido (por ejemplo, acido clorhidrico diluido) o acido orgéanico (por ejemplo, vitamina C o
acido tartarico) a la solucién de extraccién segln sea necesario para ajustar el valor del pH de la solucion de
extraccion.

A continuacién, el extracto que contiene el ingrediente activo de proantocianidina se concentra y se seca, o se puede
realizar una purificacion parcial o purificacion completa en el extracto segun sea necesario. En una realizacion, para
el método de la purificacion parcial, el extracto seco se vuelve a disolver en alcohol al de 95% y/o una solucién
acuosa de metanol. A continuacién, la solucion resultante se extrae usando solventes con diferentes polaridades
para eliminar impurezas parciales, por ejemplo, usando un solvente apolar (por ejemplo, N-hexano) para eliminar
lipidos y sustancias apolares, y luego usando triclorometano y/o acetato de etilo para eliminar pequefios compuestos
de fenol A continuacion, la fase liquida extraida con solvente se concentra y se seca para obtener proantocianidina
parcialmente purificada.

El método de purificacion completo puede comprender las siguientes etapas. El extracto parcialmente purificado se
disuelve en una solucién acuosa de alcohol o metanol y se coloca en una columna de tamiz molecular. A
continuacion, se realiza una elucién usando diferentes soluciones y/o soluciones de mezcla para purificar y separar
la proantocianidina. En una realizacion, la secuencia de elucién de diferentes soluciones es de 95% de alcohol, de
95% de alcohol/metanol (1:1, v/v), solucién acuosa de 50% de metanol y 50% de acetona. Las soluciones que se
eluyen a través de cada eluyente se recogen en lotes. A continuacion, la proantocianidina purificada en la solucién
eluida se detecta usando cromatografia liquida (280 nm). Las soluciones de proantocianidina con diversas
distribuciones de pesos moleculares se pueden obtener recogiendo las soluciones que se eluyen a través de
diferentes eluyentes. A continuacion, la solucién eluida se concentra a 40 °C por debajo y se liofiliza para obtener la
proantocianidina purificada. En una realizacién, la columna de tamiz molecular usada en la elucion es la columna
Sephadex LH-20 (adquirida de German Amersham Corporation).

En la divulgacion, las unidades monoméricas de la proantocianidina purificada tienen la siguiente formula.

En una realizacion, cuando R1 es OCHs, R2 es OH y Rs es H. En otra realizacion, cuando R1 es OH, Rzes Hy Rz es
H. En otra realizacion, cuando R1 es OH, Rz es OH y Rz es H. En otra realizacién, cuando R1 es OH, R2 es OH y R3
es OH. En la formula, R4 puede ser 3-(a)-OH, 3-(B)-OH, 3-(a)-O-azucar o 3-(B)-O-azucar.

Las unidades monomeéricas de la proantocianidina pueden comprender isémeros 6pticos R 0 S en C2, C3 o C4.

La estructura de las unidades monoméricas de la proantocianidina puede comprender compuestos flavonoides, por
ejemplo, catequina, epicatequina, epiafzetequina, gallocatequina, galloepicatequina, epigallocatequina, flavonoles,
flavandioles, leucocianidinas o procinidinas. En una realizacién, las unidades monoméricas de la proantocianidina
pueden comprender derivados de flavan-3-ol o flavano.

En la divulgacion, la proantocianidina tiene un grado de polimerizacién que varia desde 2 a 30, preferiblemente
desde 3 a 20. Las unidades monoméricas de la proantocianidina se pueden unir entre si mediante enlace C4-C8,
enlace C4-C6, o enlace C2-O7 La proantocianidina tiene un peso molecular promedio que varia desde 600 a 10,000.

En una realizacién, la proantocianidina purificada puede comprender proantocianidina con un Unico grado de
polimerizacion. En otra realizacion, la proantocianidina purificada puede comprender una mezcla de proantocianidina
con diversos grados de polimerizacion.
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En la divulgacién, la proantocianidina extraida se puede preparar en una composicion farmacéutica para promover la
regeneraciéon de higado dafiado, que puede comprender la proantocianidina y un portador o sal farmacéuticamente
aceptable.

El portador farmacéuticamente aceptable puede comprender, pero no esta limitado a, un solvente, medio de
dispersién, recubrimiento, agente antibacteriano, agente antifingico, agente de retardo de la absorcién isoténica o
compatibilizador farmacéutico. Para diferentes modos de administracion, la composicién farmacéutica se puede
preparar en diversas formas de dosificacién apropiadas usando métodos conocidos.

La sal farmacéuticamente aceptable puede comprender, pero no se limita a, sales inorganicas o sales organicas.
Las sales inorganicas pueden comprender, por ejemplo, sales de metales alcalinos tales como sales de sodio, sales
de potasio o sales de amina, sales de metales alcalinotérreos tales como sales de magnesio o sales de calcio, o
sales de catiéon divalentes o tetravalentes tales como sales de zinc, sales de aluminio o sales de circonio. Las sales
organicas pueden comprender sales de diciclohexilamina, sales de metil-d-glucamina o sales de aminoacidos tales
como sales de arginina, sales de lisina, sales de histidina o sales de glutamina.

Los modos de administracion de la composicion farmacéutica (BEL-X) pueden comprender administracion por via
oral, no oral, aerosol por inhalacién o a través de un dep6sito implantado. Los modos no orales pueden comprender
técnicas de inyeccion o perfusién subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular, intrasinovial,
intraesternal, intratecal o intralesional.

Las formas de dosificacion oral pueden comprender, pero no se limitan a, comprimidos, capsulas, emulsiones,
suspensiones acuosas, dispersiones o soluciones.

La composicion farmacéutica (BEL-X) se encuentra después de pruebas experimentales que se pueden aplicar al
tratamiento de diversas enfermedades hepaticas, que incluyen (1) cancer de higado causado por infeccion del virus
de la hepatitis B crénica o virus de la hepatitis C. La composicion farmacéutica (BEL-X) se puede usar solo o usar
como agentes adyuvantes para otros diversos métodos de tratamiento, que pueden mejorar las funciones hepaticas
de los pacientes con HCC, reducir la progresion del cancer de higado, aumentar la tasa operable y la tasa de éxito
de la cirugia de pacientes con HCC, reducir la tasa de recurrencia postoperatoria, aumentar la tasa de supervivencia
y prolongar el tiempo de supervivencia de los pacientes con HCC, asi como mejorar la calidad de vida de los
pacientes con HCC. (2) La composicion farmacéutica (BEL-X) se puede usar sola o usar en combinacion con otros
farmacos clinicos para el tratamiento de la fibrosis hepatica. (3) La composicion farmacéutica (BEL-X) se puede usar
sola o usar en combinacion con otros farmacos clinicos para tratar pacientes con higado graso y mejorar las
funciones hepaticas para prevenir la cirrosis hepatica y el cancer de higado.

Ejemplos
Ejemplo 1
Determinacion de la estructura de las unidades monoméricas del polimero de proantocianidina

La estructura unitaria monomérica de la proantocianidina se detectdé por cromatografia de gases de pirdlisis-
espectrometria de masas (PGC/MS). El método de deteccion colocd directamente proantocianidina purificada sélida
(una muestra purificada por el inventor) en cromatografia de gases de pirdlisis y se calentd gradualmente o se
calentd instantdneamente con una temperatura segmentada (50 °C a 500 °C) o modo de operacion de temperatura
Unica. La muestra descompuesta térmicamente se separ0 a través de una columna metalica especifica de la
cromatografia de gases de pirdlisis. La estructura de la unidad monomeérica del polimero de proantocianidina se
determiné mediante los espectros producidos a partir del detector de la espectrometria de masas. El espectro de
masas y el analisis de estructura del polimero de proantocianidina se muestran en las figuras 2a y 2b,
respectivamente, en la que las partes izquierdas de las figuras 2b-2e son los valores m/z y las estructuras quimicas
representadas por los picos en la figura 2a, y las partes correctas de la misma son el andlisis de la unidad
monomérica de los picos en las partes izquierdas. La férmula de la estructura de unidad de monémero determinada
del polimero de proantocianidina se representa de la siguiente manera:

HO

OH
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En donde, R1 es OCHs, R.esOHy Rz esH,0 RiesOHy R2yRssonH, 0 RiyR2son OHy Rz es H, 0 R1, R2y Rs
son OH.

Los espectros de masas medidas térmicamente descompuestas muestran los picos de las sefiales de glucésido. Por
lo tanto, se supuso que R4 puede ser 3-(a)-OH, 3-(B)-OH, 3-(a)-O-azucar o 3-(B)-O-azucar.

Anadlisis del espectro de absorcion infrarroja

La muestra de proantocianidina purificada y el cloruro de potasio se mezclaron, comprimieron y detectaron mediante
luz infrarroja de transmision. El resultado se muestra en la figura. 3, en la que los fuertes picos de absorcion fueron
3412.38 nm, 1610.57 nm, 1521.40 nm, 1441.14 nm, 1284.86 y 1100.88 nm.

Andlisis espectral de cromatografia liquida de alto rendimiento y espectrometria de masas

La muestra de proantocianidina purificada se detecté mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion-
espectrometria de masas (espectrometria de masas por electroaspersion (+/-), HPLC/ESI+, HPLC/ESI-)(Micromass
Quattro/Waters 2690). Se detectaron las unidades monoméricas y los polimeros de la proantocianidina con un grado
de polimerizacién que varia desde 1 a 6 y 164-glucosido (por ejemplo, los pesos moleculares de las unidades
monomeéricas y el peso molecular de 164 de un glucésido). Los espectros de masas (+/-) de la cromatografia liquida
de alta resolucién-espectrometria de masas de la proantocianidina purificada se muestran en las figuras 4a y 4b.

Anadlisis espectral de 13C RMN y *H RMN

La muestra purificada de proantocianidina se detecté mediante 13C RMN y 'H RMN. Los resultados de deteccion de
13C RMN se muestran en las figuras 5a-5c, en la que, a 142-145.7 ppm, ademas de los picos del doblete-doblete, no
se muestran otros picos. El resultado indic6é que las unidades monoméricas comprenden antocianidina sin delfindina
(por ejemplo, con tres grupos -OH en el anillo B de los mismos). Los resultados del analisis son los mismos que los
de EGA/MS. En la figura 5b, Rt = H u OH, R2=H u OH u OCHs.

De acuerdo con los espectros de deteccion de *H RMN y 3C RMN, en la divulgacion, las unidades monoméricas del
polimero de proantocianidina purificado se unen entre si principalmente mediante enlaces C4-C8. El enlace C4-C8 y
el enlace C4-C6 se muestran en las figuras 6a y 6b, respectivamente.

Andlisis de espectro de espectrometria de masas de tiempo de vuelo de ionizacién por desorcion laser asistida por
matriz (MALDI-TOF)

La distribucion del peso molecular de la proantocianidina parcialmente purificada se detectd mediante una
espectrometria de masas de tiempo de vuelo de ionizacion por desorcién laser asistida por matriz (MALDI-TOF). Los
resultados se muestran en las figuras 7a-7c. Los resultados de la deteccidn indicaron que la distribucién del peso
molecular de la proantocianidina parcialmente purificada era desde 500 a 5,000. Se supuso que el polimero tenia un
grado de polimerizacion que varia desde 2 a 18 segln los resultados de deteccion de la distribucion del peso
molecular.

Ejemplo 2
Preparacion del extracto que contiene proantocianidina (1)

Raices y tallos que conectan las raices del material medicinal Boehmeria nivea L. Gaud., se lavaron con agua y se
secaron en un ambiente natural. El material medicinal seco se cortd en cortes con un espesor de aproximadamente
5 mm y se almacenoé a 4 °C. El material medicinal Boehmeria nivea L. Gaud. almacenado fue molido por un muller y
se paso a través de un tamiz de 20 mallas. El polvo obtenido se dispers6 en etanol al de 95% (10 veces en peso)
(2:10, p/p) y se sometié a reflujo térmico durante 2 horas (dos veces). Después de enfriar a temperatura ambiente,
se recogid la solucion de extraccion. La solucién de extraccion se centrifugd y se filtr6 mediante una centrifuga. El
filtrado se concentré a continuacién mediante un concentrador de presion reducida a una temperatura inferior a 40
°C y se sec6 mediante un liofilizador para obtener un extracto que contiene proantocianidina.

Ejemplo 3

Preparacion del extracto que contiene proantocianidina (2)

El material medicinal seco almacenado a 4 °C del ejemplo 2 fue molido por un muller y se pasé a través de un tamiz
de 20 mallas. El polvo obtenido se dispers6 en agua de 6smosis inversa (10 veces en peso) (1:10, p/p) y se sometié
a reflujo térmico durante 2 horas (dos veces). Después de enfriar a temperatura ambiente, se recogio la solucién de

extracciéon. Se afiadié etanol al 50%-95% a la solucion de extraccion y se enfrié para provocar la precipitacion. El
sobrenadante se centrifug6 y se filtr6 mediante una centrifuga. El filtrado se concentré a continuacién mediante un
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concentrador de presién reducida a una temperatura inferior a 40 °C y se sec6 mediante un liofilizador para obtener
un extracto que contenia proantocianidina.

Ejemplo 4
Purificacion del extracto que contiene proantocianidina (1)

El extracto que contiene proantocianidina del ejemplo 2 o 3 se afiadié a n-hexano (1:10, p/v) y se sometié a reflujo
térmico (mediante un aparato Soxhelt) durante 6 horas para eliminar el lipido en el extracto. El solido obtenido se
disolvié en una solucién acuosa de metanol al 70% y/o solucidon acuosa de vitamina C al 0.3% y se concentré
mediante un concentrador de presion reducida a una temperatura inferior a 40 °C para eliminar el solvente. A
continuacién, los concentrados se afiadieron a triclorometano (triclorometano: concentrados = 1:1, v/v) y oscilaron
durante 30 minutos con un oscilador (multiextraccion). Se afiadié acetato de etilo a la fase liquida (acetato de
etilo:fase liquida -1:1, v/v) y se hizo oscilar durante 30 minutos (multiextraccion). La fase liquida se concentr6 a
continuacion mediante un concentrador de presion reducida a una temperatura inferior a 40 °C y se secé mediante
un liofilizador para obtener proantocianidina parcialmente purificada.

Ejemplo 5
Purificacion del extracto que contiene proantocianidina (2)

El extracto que contiene proantocianidina del ejemplo 2 o 3 se disolvié en agua/etanol (1:10, p/v). A continuacion, se
afiadio n-hexano (1:10, v/v) y se hizo oscilar durante 30 minutos con un oscilador (multiextraccion) para eliminar los
lipidos en el extracto. Se afiadié acetato de etilo a la fase liquida (acetato de etilo:fase liquida = 1:1, v/v) y se hizo
oscilar durante 30 minutos (multiextraccién). La fase liquida se afiadid a n-butanol (1:10, v/v) y se hizo oscilar
durante 30 minutos con un oscilador (multiextraccion). La fase liquida se concentré entonces mediante un
concentrador de presion reducida a una temperatura inferior a 40 °C y se sec mediante un liofilizador para obtener
proantocianidina parcialmente purificada.

Ejemplo 6
Purificacion del extracto que contiene proantocianidina (3)

La proantocianidina parcialmente purificada obtenida del ejemplo 4 se repurificé mediante cromatografia en columna
de tamiz molecular (columna de cromatografia de permeacion en gel, Sephadex LH-20, 4 cm de diametro x 45 cm
de longitud). Primero, se realiz6 una eluciéon usando soluciones con diferentes polaridades para eliminar las
impurezas. A continuacion, se disolvieron 2.5 g de proantocianidina parcialmente purificada en 0.5 ml de etanol al de
95%. La muestra disuelta se colocé luego en una columna de tamiz molecular y se eluy6 de forma continua
mediante una serie de solventes (eluyentes). Se recogieron los eluatos eluidos a través de diversos solventes
(eluyentes). Los eluyentes fueron 300 ml de etanol al de 95%, 300 ml de etanol al de 95%/metanol (1/1, v/v), 300 ml
de metanol. 300 ml de una solucién acuosa de metanol al 50% y 300 ml de una solucién acuosa de acetona al 50%,
secuencialmente. Excepto por el eluato eluido a través del eluyente de 300 ml de etanol al de 95%, otros eluatos
eluidos se concentraron a continuacion mediante un concentrador de presion reducida a una temperatura inferior a
40 °C y se secaron con un liofilizador para obtener proantocianidina parcialmente purificada o completamente
purificada. La sustancia seca se almacend entonces a -20 °C. Solamente los ejemplos correspondientes a las
presentes reivindicaciones, esto es, a la promocién de la regeneraciéon de higado dafiado (ejemplos 14,15) son parte
de la invencion.

Ejemplo 7

Efecto de los farmacos (BEL-X) en la tasa de supervivencia de los ratones transgénicos X del virus de la hepatitis B
inducidos por el cancer de higado

Animales experimentales: La procedencia parental de los animales usados en el experimento fue ratones machos
transgénicos del gen X del virus de la hepatitis B (C57BL/6J-HBx (linea A0112)) publicados por BBRC? 2006.

Agrupacion experimental y disefio experimental: los ratones se dividieron en 6 grupos, incluido un grupo de control
de ratones no transgénicos (simulado sin Tg de 9-20M), un grupo control de farmaco de ratones no transgénicos
(tratados con BEL -X sin Tg de 9-20M), un grupo de control de ratones transgénicos (simulado Tg de 9-20M), y tres
grupos de prueba de farmaco de ratones transgénicos (tratados con BEL-X Tg): administraciéon de un farmaco oral
BEL-X (la composicién farmacéutica de la divulgacion) a los ratones una vez al dia, respectivamente, desde la edad
de 9 meses a 20 meses (tratados con BEL-X Tg de 9-20M), desde la edad de 12 meses a 20 meses (tratados con
BEL-X Tg de 12-20M ) y desde la edad de 15 meses a 20 meses (tratados con BEL-X Tg de 15-20M). En el grupo
control de los ratones no transgénicos (simulado sin Tg de 9-20M) y el grupo control de los ratones transgénicos
(simulado Tg de 9-20M), se les dio agua potable a los ratones una vez al dia desde la edad de 9 meses a 20 meses.
En el grupo de control de farmacos de los ratones no transgénicos (tratados con BEL-X sin Tg de 9-20 M), se
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administré un farmaco oral BEL-X a los ratones una vez al dia desde la edad de 9 meses hasta los 20 meses. La
dosificacion del farmaco BEL-X fue de 1,000 mg/kg/dia.

Conclusién:

1. Con referencia a la figura 8, 100% de los ratones machos transgénicos del gen X del virus de la hepatitis B
produjeron cancer de higado a la edad de 20 meses, y la tasa de supervivencia de los mismos fue aproximadamente
64% (simulado Tg de 9-20M). La tasa de supervivencia de los ratones alimentados con el farmaco BEL-X a diversas
edades fue, respectivamente, del 70% (la edad de 9-20 meses, tratados con BEL-X Tg de 9-20 M), 100% (la edad
de 12-20 meses, tratados con BEL-X Tg de 12-20M) y 58% (la edad de 15-20 meses, tratados con BEL-X Tg de 15-
20M).

2. Mediante el andlisis estadistico Chi-Cuadrado, la tasa de supervivencia de los ratones machos transgénicos del
gen X del virus de la hepatitis B alimentados con el farmaco BEL-X a la edad de 12-20 meses fue del 100% a la
edad de 20 meses, significativamente.

3. Alimentar a los ratones machos transgénicos del gen X del virus de la hepatitis B con el BEL-X en una etapa
temprana puede mejorar la tasa de supervivencia.

Ejemplo 8

Efecto de los farmacos (BEL-X) sobre el retraso del HCC en ratones transgénicos del gen X del virus de la hepatitis
B

Animales experimentales: La procedencia parental de los animales usados en el experimento fue de ratones machos
transgénicos del gen X del virus de la hepatitis B (C57BL/6J-HBx (linea A0112)) publicada por BBRC? 2006.

Agrupacion experimental y disefio experimental: los ratones se dividieron en 6 grupos, incluido un grupo de control
de ratones no transgénicos (simulado sin Tg de 9-20M), un grupo control de farmaco de ratones no transgénicos
(tratados con BEL -X sin Tg de 9-20M), un grupo de control de ratones transgénicos (simulado Tg de 9-20M), y tres
grupos experimentales de farmaco de ratones transgénicos (tratados con BEL-X Tg): administracion de un farmaco
oral BEL-X (la composicion farmacéutica de la divulgacién) a los ratones una vez al dia, respectivamente, desde la
edad de 9 meses a 20 meses (tratados con BEL-X Tg de 9-20M), desde la edad de 12 meses a 20 meses (tratados
con BEL-X Tg de 12-20M) y desde la edad de 15 meses a 20 meses (tratados con BEL-X Tg de 15-20M). En el
grupo control de los ratones no transgénicos (simulado sin Tg de 9-20M) y el grupo control de los ratones
transgénicos (simulado Tg de 9-20M), se les dio agua potable a los ratones una vez al dia desde la edad de 9 meses
a 20 meses. En el grupo de control de farmacos de los ratones no transgénicos (tratados con BEL-X sin Tg de 9-20
M), se administré un farmaco oral BEL-X a los ratones una vez al dia desde la edad de 9 meses a 20 meses. La
dosificacion del farmaco BEL-X fue de 1,000 mg/kg/dia.

Determinacion de la proporcién de peso del higado y peso corporal: Los animales se sacrificaron y se diseccionaron
para el muestreo del higado (que contiene tumores hepaticos). El peso del higado a escala se dividié por el peso
corporal de los ratones para obtener la proporcion entre el peso del higado y el peso corporal.

Conclusién:

1. Con referencia a la figura de 9, la proporcion del peso del higado y el peso corporal de los ratones normales no
transgénicos (simulado sin Tg) fue aproximadamente del 5%. La proporcién del peso del higado y el peso corporal
de los ratones machos transgénicos del gen X del virus de la hepatitis B (simulado de Tg) aumenté a
aproximadamente el 13% debido a la produccion de cancer de higado a la edad de 20 meses. Por analisis
estadistico ANOVA, la variacion de la proporcién del peso del higado y el peso corporal de los ratones transgénicos
y los ratones normales no transgénicos fue significativa.

2. Después de alimentar a los ratones normales no transgénicos con el BEL-X durante un afio (la edad de 9-20
meses, tratados con BEL-X sin Tg de 9-20 M), la proporcion del peso del higado y el peso corporal fue del 5% lo
mismo que la de los grupos sin consumo del farmaco. El resultado indicé que no hubo ningun efecto del farmaco en
animales normales.

3. Alimentar a los ratones machos transgénicos del gen X del virus de la hepatitis B con el farmaco BEL-X a diversas
edades result6é en que la proporcion del peso del higado y el peso corporal se redujo a aproximadamente 8% en los
tres grupos. La variacién de la proporcion del peso del higado y el peso corporal de los grupos de consumo del
farmaco de los ratones con la edad de 9-20 meses (tratados con BEL-X Tg de 9-20 M) y los ratones con la edad de
12-20 meses (tratados con BEL-X Tg 12-20M) y el grupo sin consumo del farmaco (simulado Tg de 9-20M) fue
estadisticamente significativo.

Ejemplo 9



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 668 785 T3

Efecto de los farmacos (BEL-X) sobre las funciones hepaticas en ratones transgénicos con HCC inducido por el gen
X del virus de la hepatitis B (1)

Animales experimentales: La procedencia parental de los animales usados en el experimento fue ratones
transgénicos del gen X del virus de la hepatitis B macho X (C57BL/6J-HBx (linea A0112)) publicado por BBRC!
2006.

Agrupacion experimental y disefio experimental: los ratones se dividieron en 6 grupos, incluido un grupo de control
de ratones no transgénicos (simulado sin Tg de 9-18M), un grupo control de farmaco de ratones no transgénicos
(tratados con BEL-X sin Tg de 9-18M), un grupo de control de ratones transgénicos (simulado Tg de 9-18M), y tres
grupos experimentales de farmaco de ratones transgénicos (tratados con BEL-X Tg): administracion de un farmaco
oral BEL-X (la composicién farmacéutica de la divulgacién) a los ratones una vez al dia, respectivamente, desde la
edad de 9 meses a 18 meses (tratados con BEL-X Tg de 9-18 M), desde la edad de 12 meses a 18 meses (tratados
con BEL-X Tg de 12-18M) y desde la edad de 15 meses a 18 meses (tratados con BEL-X Tg de 15-18M). En el
grupo control de los ratones no transgénicos (simulado sin Tg de 9-18M) y el grupo control de los ratones
transgénicos (simulado Tg de 9-18M), se les dio agua potable a los ratones una vez al dia desde la edad de 9 meses
a 18 meses. En el grupo de control de farmacos de los ratones no transgénicos (tratados con BEL-X sin Tg de 9-
18M), se administré un farmaco oral BEL-X a los ratones una vez al dia desde la edad de 9 meses a 18 meses. La
dosificacién del farmaco BEL-X fue de 1,000 mg/kg/dia.

Deteccion de la funcion hepatica - ICG: los ratones se les inyect6 intravenosamente indocianina verde (ICG).
Después de 10 minutos, se detectd la concentracion (mg/dl) de ICG restante en la sangre, como un indice de la
funcién hepatica. Este experimento se llevo a cabo 2 veces, respectivamente, a la edad de 12 meses y 18 meses de
los ratones.

Conclusién:

1. Con referencia a la siguiente tabla 1, el valor metabdlico de ICG de los ratones normales no transgénicos a la
edad de 18 meses (simulado sin Tg de 9-18M) fue 2.25 + 0.89 mg/dl. No hubo diferencias significativas entre este
resultado y el del grupo alimentado con el BEL-X a la edad de 18 meses (tratados con BEL-X sin Tg de 9-18M).

2. El metabolismo de ICG de los ratones machos transgénicos del gen X del virus de la hepatitis B X (simulado Tg
de 9-18M) se ralentizé y el valor aumento a 4.46 + 1.17 mg/dl debido a la produccién de cancer de higado a la edad
de 18 meses. Mediante analisis estadistico no paramétrico, la diferencia del metabolismo de ICG de los ratones
transgénicos y los ratones normales no transgénicos fue significativa.

3. Alimentar a los ratones machos transgénicos del gen X del virus de la hepatitis B con el farmaco BEL-X a diversas
edades en los tres grupos resultd en que los valores metabolicos de ICG de los tres grupos fueron inferiores a los
del grupo sin consumo del farmaco (simulado Tg de 9-18M). La diferencia del valor metabdlico ICG del grupo
alimentado con el farmaco BEL-X desde la edad de 9 meses (tratados con BEL-X Tg de 9-18 M) y el del grupo sin
consumo del farmaco (simulado Tg de 9-18 M) fue estadisticamente significativo. El resultado indicé que el BEL-X
puede mejorar las funciones hepaticas de los animales con HCC.

Tabla 1
Grupos Concentracion de ICG (mg/dl) en sangre a la edad de 18 meses
Simulado sin Tg de 9-18M 2.25+0.89

Tratados con BEL-X sin Tg de 9-18M | 2.13 £ 0.92

Simulado Tg de 9-18M 446 £1.17

Tratados con BEL-X Tg de 9-18M 2.63+0.76

Tratados con BEL-X Tg de 12-18M 3,47 £0.77

Tratados con BEL-X Tg de 15-18M 3.87+£0.72

Ejemplo 10

Efecto de los farmacos (BEL-X) sobre las funciones hepaticas en ratones transgénicos con HCC inducido por el gen
X del virus de la hepatitis B (2)
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Animales experimentales: La procedencia parental de los animales usados en el experimento fue ratones machos
transgénicos del gen X del virus de la hepatitis B (C57BLI6J-HBXx (linea A0112)) publicado por BBRC1 2006.

Agrupacion experimental y disefio experimental: los ratones se dividieron en 6 grupos, incluido un grupo de control
de ratones no transgénicos (simulado sin Tg de 9-20M), un grupo control de farmaco de ratones no transgénicos
(tratados con BEL-X sin Tg de 9-20M), un grupo de control de ratones transgénicos (simulado Tg de 9-20M), y tres
grupos experimentales de farmaco de ratones transgénicos (tratados con BEL-X Tg): administracion de un farmaco
oral BEL-X (la composicién farmacéutica de la divulgacién) a los ratones una vez al dia, respectivamente, desde la
edad de 9 meses a 20 meses (tratados con BEL-X Tg de 9-20M), desde la edad de 12 meses a 20 meses (tratados
con BEL-X Tg de 12-20M) y desde la edad de 15 meses a 20 meses (tratados con BEL-X Tg de 15-20M). En el
grupo control de los ratones no transgénicos (simulado sin Tg de 9-20M) y el grupo control de los ratones
transgénicos (simulado Tg de 9-20M), se les dio agua potable a los ratones una vez al dia desde la edad de 9 meses
a 20 meses. En el grupo de control de farmacos de los ratones no transgénicos (tratados con BEL-X sin Tg de 9-20
M), se administré un farmaco oral BEL-X a los ratones una vez al dia desde la edad de 9 meses hasta los 20 meses.
La dosificacién del farmaco BEL-X fue de 1,000 mg/kg/dia.

Deteccion de las funciones hepaticas: alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST): todos los
ratones fueron sangrados (de la mandibula o del corazén) una vez al mes. Se mantuvo sangre completa en el
eppendorf a temperatura ambiente durante mas de 30 minutos. Después de la coagulacion, la muestra de sangre se
centrifugdé con 1,800xg durante 10 minutos. Después de la centrifugacion, el suero se extrajo en un nuevo eppendorf
y se almacend a -20 °C hasta el dia de la prueba. Los valores de ALT y AST del suero se determinaron mediante un
analizador bioquimico de suero himedo (HITACHI 7080). Desde la edad de 9 meses, los indices de funcion hepatica
medidos (ALT y AST) de los ratones a la edad de 9-20 meses de cada grupo se analizaron exhaustivamente cada 3
meses debido a la correlacion entre las lesiones hepaticas y la edad de los ratones machos transgénicos del gen X
del virus de la hepatitis B.

Conclusién:

1. Con referencia a las figuras 10 y 11, la diferencia de ALT y AST de los ratones normales no transgénicos
(simulado sin Tg de 9-20M) y los ratones transgénicos del gen X del virus de la hepatitis B (simulado Tg de 9-20M)
se produjo a partir de la edad de 12 meses. No hubo una diferencia significativa de los indices de funcién hepatica
entre el grupo de ratones normales no transgénicos alimentados con BEL-X (tratados con BEL-X sin Tg de 9-20M) y
el grupo sin consumo del farmaco (simulado sin Tg de 9-20M).

2. Alimentar a los ratones transgénicos del gen X del virus de la hepatitis B con el farmaco BEL-X a diversas edades
resultdé en que ALT y AST de los tres grupos eran mas bajos que el del grupo sin consumo del farmaco (simulado Tg
de 9-18M). La diferencia de ALT y AST de los grupos de consumo del farmaco de la edad de 9-20 meses (tratados
con BEL-X Tg de 9-20 M) y la edad de 12-20 meses (tratados con BEL-X Tg de 12-20M) y el del grupo sin consumo
de farmaco (simulado Tg de 9-20M) fue estadisticamente significativo. El resultado indicé que el BEL-X puede
mejorar efectivamente las funciones hepaticas de los animales con HCC.

Ejemplo 11
Efecto de los farmacos (BEL-X) sobre la fibrosis hepatica inducida por la sustancia quimica DEN de las ratas (1)

Agrupacion experimental y disefio experimental: ratas Wistar de 8 semanas fueron alimentadas con dietil
nitrosamina (DEN) (100 ppm, afiadida en agua) durante 6 semanas (grupo D6) y de 9 semanas (grupo D9) para
inducir fibrosis hepatica y cancer de higado. En los otros dos grupos, las ratas fueron alimentadas simultdneamente
con DEN vy el farmaco BEL-X (1000 mg/kg de peso corporal) (afiadido en la alimentacion y alimentado todos los dias
durante 6 semanas (grupo D6H6) y de 9 semanas (grupo D9H9)). El grado de cancer de higado de las ratas se
analiz6 en diversos momentos. En los grupos de control, no se administré ningin farmaco durante todo el proceso.
Cada grupo experimental tenia 10 ratas. Después de la seccién patoldgica y la tincion, se interpreto el grado de
fibrosis hepatica/cancer de higado, lo que ayud6 con el andlisis bioquimico de hidroxiprolina. Se utilizé un aumento
del contenido de hidroxiprolina en el higado como indice de fibrosis hepatica. Se recogieron higados de ratas de
cada grupo en diversos momentos para determinar el contenido de hidroxiprolina. A continuacion, se seccionaron los
higados y se llevé a cabo el analisis de inmunotincion con a-SMA. Un aumento del contenido de a-actina del
musculo liso (a-SMA) también se utilizé como otro indice de fibrosis hepatica. En la 92 semana, se recogieron
higados de ratas de cada grupo y se llevé a cabo inmunotinciéon con a-SMA. Las células hepaticas se observaron
usando un microscopio y se calcul6 la cantidad de células que contenian la etiqueta.

Conclusion:
1. Con referencia a la figura 12, en el grupo donde DEN fue alimentada continuamente durante 9 semanas (grupo

D9), el contenido de hidroxiprolina en los higados aument6 significativamente. El resultado indico que DEN indujo la
fibrosis hepatica. Sin embargo, en el grupo experimental donde BEL-X (grupo D9H9) se alimentd continuamente, el
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contenido de hidroxiprolina disminuyd significativamente. El resultado indic6 que BEL-X previno el higado de la
fibrosis causada por la sustancia quimica DEN.

2. Con referencia a la figura 13, en el grupo en el que DEN se alimentd continuamente durante 9 semanas (grupo
D9), el contenido de a-actina del muasculo liso (a-SMA) en los higados aumento significativamente. El resultado
indicé que DEN indujo la fibrosis hepatica. Sin embargo, en el grupo experimental donde BEL-X (grupo D9H9) se
alimenté continuamente, el contenido de a-actina del muasculo liso (a-SMA) disminuy6 significativamente. El
resultado indico que BEL-X previno el higado de la fibrosis causada por la sustancia quimica DEN.

3. El contenido de a-actina del musculo liso (a-SMA) también disminuyé significativamente en el grupo experimental
donde DEN fue alimentado continuamente y BEL-X durante 6 semanas (grupo D6H6). El resultado indicé que BEL-X
previno el higado en etapa temprana de la fibrosis causada por la sustancia quimica DEN.

Ejemplo 12
Efecto de los farmacos (BEL-X) sobre la fibrosis hepatica inducida por la sustancia quimica DEN de las ratas (2)

Agrupacion experimental y disefio experimental: ratas Wistar de 8 semanas se alimentaron con dietilnitrosamina
(DEN) (100 ppm, afadida en agua) para inducir fibrosis hepatica y cancer de higado. En otros tres grupos, las ratas
fueron alimentadas simultdneamente con DEN vy el farmaco BEL-X (1000 mg/kg de peso corporal). El BEL-X se
alimenté en 3 grupos diferentes de la 32 a la 62 semana (DEN-BEL-X 3-6), de la 62 a la 92 semana (DEN-BEL-X 6-9)
y de la 92 a la 122 semana (DEN-BEL-X de 9-12), respectivamente. El grado de cancer de higado de las ratas se
analizé en puntos de tiempo adecuados. En el grupo de control (DEN), no se administré6 ningun farmaco durante
todo el proceso de alimentacion del DEN. Cada grupo experimental tenia 10 ratas. El grado de fibrosis
hepéatica/cancer de higado se interpreté a través de un método visual, ayudando con el analisis bioquimico de
hidroxiprolina. Se utilizé6 un aumento del contenido de hidroxiprolina en el higado como indice de fibrosis hepatica.
Se recolectaron higados de ratas de cada grupo en la semana 122 para determinar el contenido de hidroxiprolina.

Conclusién:

1. Con referencia a la figura 14, en el grupo no tratado (DEN) donde DEN se aliment6é continuamente durante 9
semanas, el contenido de hidroxiprolina en los higados aumento significativamente. El resultado indic6 que DEN
indujo fibrosis hepatica. Por el contrario, el contenido de hidroxiprolina se redujo significativamente en las primeras
etapas de la alimentacion de los grupos BEL-X (DEN-BEL-X 3-6 y DEN-BEL-X 6-9). Los resultados demuestran que
BEL-X revirti6 la fibrosis hepatica causada por la sustancia quimica DEN.

Ejemplo 13

Efecto de los farmacos (BEL-X) en la tasa de supervivencia de las ratas con fibrosis hepatica inducida por la
sustancia quimica DEN

Agrupacion experimental y disefio experimental: ratas Wistar de 8 semanas se alimentaron con dietilnitrosamina
(DEN) (50 ppm, afiadida en agua) durante 10.5 semanas para inducir fibrosis hepatica y cancer de higado (grupo B).
Las ratas fueron alimentadas simultaneamente con DEN y el farmaco BEL-X (1000 mg/kg de peso corporal)
(afiadido en la alimentacién y alimentado todos los dias, respectivamente, desde la 0 a la 10.5 semana (grupo C),
desde la 3 a la 10.5 semana (Grupo D), y de la 62 a la 102 semana (grupo E). El BEL-X se alimenté durante 3
semanas después de dejar de alimentar al DEN (grupo F). El grado de cancer de higado de las ratas se analizé en
los puntos de tiempo adecuados. En el grupo de control (grupo A), no se administré ningin farmaco durante todo el
proceso. Las muertes de animales se registraron durante el experimento. La tasa de supervivencia de cada grupo se
analiz6 mediante estadisticas no paramétricas.

Conclusién:

1. Con referencia a la figura 15, el analisis de la tasa de supervivencia de cada grupo en la 13.5 semana (dia 94°)
resultd en que, en el grupo B donde solo se alimenté DEN, la tasa de supervivencia fue solamente del 40%. Por el
contrario, las tasas de supervivencia de la alimentacién de BEL-X en diversos periodos fueron méas del 80%. Los
resultados indicaron que BEL-X mejor6 la tasa de supervivencia de ratas con fibrosis hepatica y cancer de higado
con eficacia.

2. Con referencia a la figura 16, el analisis de la tasa de supervivencia de las ratas administradas con el farmaco
BEL-X durante 3 semanas después de inducir cancer de higado por DEN (grupo F) en la 152 semana (dia 104°) dio
como resultado que la tasa de supervivencia de las ratas fue del 100% el periodo (dia 74°-94°) de administracion de
BEL-X. Ademas, no se encontré6 mortalidad durante los cinco dias (dia 95°-99°) después de suspender la
administracion del farmaco BEL-X. La tasa de supervivencia a la semana 15 (dia 104°) fue del 62%, que es aun mas
alta que la tasa de supervivencia de 40% en la 13.5 semana (dia 94°) del grupo B donde solo se alimenté DEN. Los
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resultados indicaron que BEL-X puede prolongar el tiempo de supervivencia y mejorar la tasa de supervivencia de
las ratas con cirrosis hepatica y cancer de higado con eficacia.

Ejemplo 14
Efecto de los farmacos (BEL-X) sobre la regeneracion del higado dafiado por DEN después de la hepatectomia (1)

Agrupacion experimental y disefio experimental: ratas Wistar de 8 semanas se alimentaron con dietilnitrosamina
(DEN) (100 ppm, afiadida en agua) durante 9 semanas para inducir fibrosis hepatica y cancer de higado (grupo sin
consumo de farmacos). Las ratas tratadas se alimentaron simultdneamente con el farmaco BEL-X (dividido en grupo
con dosis altas de BEL-X (1000 mg/kg de peso corporal) y grupo con dosis bajas de BEL-X (250 mg/kg de peso
corporal)) de la 62 a la 9% semana. Después de que se completd la alimentacion del farmaco, el 50% de los Iébulos
hepéaticos se resecaron en la 92 semana. Después de dos dias, la muestra de higado se recogié y seccion6, y se
llevé a cabo la tincion con H&E. A continuacion, la mitosis de las células hepaticas se observé bajo un microscopio,
como base para la regeneracion hepatica. La mitosis de las células hepéticas se calculé de la siguiente manera.
Cada rata proporcioné al menos tres cortes de higado. Cada corte comprendia 10 campos. Se contd el nimero de
células mitéticas bajo un microscopio de aumento de 400X. Finalmente, se obtuvo el valor promedio del nimero de
células mitéticas de ratas de cada grupo.

Conclusién:

1. Con referencia a la siguiente tabla 2, la realizacion de hepatectomia después de inducir fibrosis hepatica y cancer
de higado con la sustancia quimica DEN resulté en que el recuento de mitosis (7.6 + 4.6) de los higados de las ratas
del grupo que no consumia farmaco fue mucho mas bajo que el recuento de mitosis (12 + 5.5 0 13.0 £ 5.6) de los
higados de las ratas alimentadas simultdneamente con alta dosis o bajas dosis del farmaco BEL-X durante 3
semanas. Los resultados indicaron que, la regeneracion hepatica se puede mejorar en el higado dafiado por DEN
guimico con eficacia.

Tabla 2

Grupos Recuentos de mitosis

Grupo de dosificacion alta de BBL-X | 12.0+5.5

Grupo de dosificacion baja de BBL-X | 13.0 +5.6

Grupo sin consumo del farmaco 76+46

Ejemplo 15
Efecto de los farmacos (BEL-X) en la regeneracion del higado dafiado por DEN después de la hepatectomia (2)

Agrupacion experimental y disefio experimental: ratas Wistar de 8 semanas se alimentaron con dietilnitrosamina
(DEN) (100 ppm, afiadida en agua) durante 9 semanas para inducir fibrosis hepatica y cirrosis hepatica (grupo DEN).
Las ratas tratadas se alimentaron simultaneamente con el farmaco BEL-X (1000 mg/kg de peso corporal) desde la 62
a la 92 semana (grupo BEL-X). Tanto las ratas DEN como BEL-X sin administracion fueron el grupo de control.
Después de completarse la alimentacién del farmaco, se realiz6 un examen por resonancia magnética y el 30% de
los I6bulos hepaticos se resecaron en la 92 semana. En el grupo control no alimentado con DEN y BEL-X, se realizo
la misma cirugia. Después de dos semanas, se llevd a cabo el segundo examen de resonancia magnética y se
sacrificaron las ratas. Las muertes de animales se registraron durante el experimento. Después de la cirugia, se
observo el tiempo de alimentacién y la cantidad de alimento de las ratas de cada grupo. Se calculd la tasa de
supervivencia de las ratas de cada grupo.

Conclusién:

1. Con referencia a la figura 17, se interpret6 la proporcion de regeneracion del volumen hepatico. En el grupo de
control, el volumen total de regeneracién hepatica de las ratas con un higado normal fue del 92 + 11% del volumen
de reseccion. En el grupo DEN (grupo de cirrosis hepatica), el volumen total de regeneracién hepatica de las ratas
fue 32 + 7% del volumen de reseccion. En el grupo BEL-X (grupo de tratamiento), el volumen total de regeneracion
hepatica de las ratas fue del 79 + 6% del volumen de reseccioén. El grado de regeneracion hepatica del grupo BEL-X
(grupo de tratamiento) aumento significativamente al del grupo DEN (grupo de cirrosis hepatica). Por el contrario, no
hay diferencia estadistica con la del grupo de control.
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2. Con referencia a la siguiente Tabla 3, después de realizar la hepatectomia en las ratas con cirrosis hepatica, el
tiempo de alimentacion (27 horas) fue significativamente mas prolongado que el tiempo de alimentacion (11 horas)
del grupo de control. Sin embargo, en el grupo BEL-X, el tiempo de alimentacién (16 horas) después de la
hepatectomia fue significativamente mas corto que el del grupo DEN (grupo de cirrosis hepatica). Ademas, el
consumo de alimentos (42%) del grupo DEN (grupo de cirrosis hepatica) fue menor que el del grupo control (91%).
El consumo de alimentos (83%) del grupo BEL-X es significativamente mas alto que el del grupo DEN (grupo de
cirrosis hepatica), y similar al del grupo control. Los resultados indicaron que el farmaco BEL-X tuvo un buen efecto
sobre la cirrosis hepatica de las ratas después de la cirugia de hepatectomia, lo que aument6 el consumo de
alimentos y redujo el tiempo de alimentacion.

3. Ademas, la tasa de supervivencia de las ratas con cirrosis hepatica fue del 55%. Sin embargo, al alimentar a las
ratas con cirrosis hepatica con el BEL-X, la tasa de supervivencia fue la misma que la del grupo de control,
alcanzando el 100%. De hecho, los resultados indicaron que el farmaco BEL-X aumento la tasa de supervivencia.

Tabla 3
Grupo de control | Grupo DEN | Grupo BEL-X
Cantidad de alimentacion (%) al tercer dia después de la cirugia | 91 +3 42 +5 83+4
Tiempo de comida (hora) después de la cirugia 11.0+1.2 27.0+3.3 16.0+24
Tasa de supervivencia (%) 100 55 100

Sera evidente para los expertos en el arte que se pueden realizar diversas modificaciones y variaciones a las
realizaciones descritas. Se pretende que la especificacion y los ejemplos se consideren solo a modo de ejemplo, con
el verdadero alcance de la divulgacion que se indica mediante las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica para uso como medicamento para promover la regeneracion de higado dafiado, en
un paciente que comprende:

una proantocianidina con una cantidad eficaz, en la que las unidades monoméricas de la proantocianidina tienen la
siguiente formula:

R4

1 R
i
B |l

HO O~ 2 XN
" R:!_

i

OH

en la que, cuando R1 es OCHs, R2 es OH y Rs es H, cuando R: es OH, Rz es Hy Rs es H, cuando R1 es OH, Rz es
OH y Rs es H, o cuando R:1 es OH, R2 es OH y R3 es OH, y R4 es 3-(a)-OH, 3-(B)-OH, 3-(a)-O-azucar o 3-(f3)-O-
azlcar; y

un portador o sal farmacéuticamente aceptable.

2. La composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 1, en la que las unidades monoméricas de la
proantocianidina estan unidas entre si mediante enlaces C4-C8, enlaces C4-C6 o enlaces C2-07.

3. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 1, en la que la proantocianidina tiene un grado de
polimerizacion que varia de 2 a 30.

4. La composicién farmacéutica para uso segun la reivindicaciéon 1, en la que las unidades monoméricas de la
proantocianidina comprenden isémeros 6pticos R o S en C2, C3 o C4.

5. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicaciéon 1, en la que las unidades monoméricas de la
proantocianidina comprenden compuestos flavonoides.

6. La composicién farmacéutica para uso segun la reivindicacién 5, en la que los compuestos flavonoides
comprenden catequina, epicatequina, epiafzelequina, gallocatequina, galloepicatequina, epigallocatequina,
flavonoles, flavandioles, leucocianidinas o procinidinas.

7. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicaciéon 1, en la que las unidades monoméricas de la
proantocianidina comprenden flavan-3-ol.

8. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 1, en la que la proantocianidina se extrae de una
planta.

9. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 8, en la que la planta comprende una planta de
Ericaceae, Rosaceae, Pinaceae, Vitaceae o Urticaceae.

10. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacién de 9, en la que la planta de Urticaceae comprende
Boehmeria nivea L. Gaud.
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