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DESCRIPCION
Un extracto estandarizado y su uso en la fabricacion de un medicamento
Campo técnico de la invencién

La presente invencion se refiere a un extracto estandarizado, una formulacion farmacéutica y el uso de extractos en la
fabricacién de un medicamento para tratar una serie de afecciones diferentes.

Antecedentes de la invencion

Después de la cirugia abdominal, la funcidon del movimiento intestinal normal puede no recuperarse rutinariamente en 24
horas debido a un traumatismo y anestesia (que causa enteropatia o ileo postoperatorio en etapa temprana). La funcion
intestinal se vera afectada por uno o mas de: irritacion, derrame de la cavidad abdominal, inflamacién y efecto de
anestesia, que causan distension intestinal y sinequias. La ultima es la principal causa de ileo.

Se ha informado que la tasa de incidencia de sinequia intestinal es tan alta como 60-70% en todas las cirugias
abdominales, 5% de las cuales desarrollan ileo intestinal. La tasa de recurrencia del ileo es alta (mas del 15%) después
de la lisis de sinequias. De hecho, cuantas mas operaciones, mayor es la tasa de recurrencia. [Editor: Chen Qi,
Thoughts and Methods in Study on Medicinal Effectiveness of Chinese Medicine, People’s Medical Publishing House
p.491-492, 2005].

Los tratamientos actuales para la distension intestinal y la sinequia en la clinica son la inyeccion de neostigmina o la
administracion oral de diferentes formulas TCM "purgantes”.

Aunque la inyeccion de neostigmina tiene un buen efecto, y no son restricciones para su uso, se ha informado que
podria causar efectos secundarios significativos, por ejemplo, cdlico intestinal, aumento de la secrecion de la glandula y
vibracion muscular. [Jiang MX and Yang ZC: Medical Pharmacology, People’s Medical Publishing House, 3rd ed.
Beijing, 1997, p1186].

La alternativa, administraciéon oral de formulas TCM, también tiene algunas desventajas, por ejemplo, los volimenes
grandes son dificiles de tomar, y no se recomiendan tradicionalmente inmediatamente después de la operacion (los
pacientes postoperatorios deben estar en ayunas hasta que se produzca flato y éste sea un signo de recuperacion de la
funcién gastrointestinal). Sin embargo, se ha informado que cuanto antes se use la formula TCM después de la cirugia,
mejores seran los resultados terapéuticos [Ma GX and Hou BZ: Clinical analysis on 405 cases of postoperative intestinal
distension with Pai Qi Decoction, Chinese Medicine of Factory and Mine, 2002, 15(1): p72-73]

Kudingxiang (Base de meldn) es el tallo del fruto seco de Cucumis melo L. (familia Cucurbitaceae). Las funciones e
indicaciones de la base de melén (Kudingxiang) descritas en the Chinese Materia Medica (Vol V. p4580) e Inner
Mongolia Standard for Materia Medica (1988, p64) son:

* Inducir el vomito y la diuresis.

» Expulsar la humedad y reducir la ictericia.
Se usa para tratar:

< Accidente cerebrovascular,

* Epilepsia,

* Dolor de garganta,

« Asfixia por higrosis flematica,

« Falta de aliento,

* Dispepsia,

* Distension abdominal, y

* Tipo de ictericia por calor himedo en términos de TCM.

Se considera como una hierba emética en el sistema TCM debido a su accion estimulante sobre la mucosa gastrica y su
activacion refleja del nervio central del vomito.

Las cucurbitacinas son las principales sustancias quimicas en base de melén. Se ha informado en la revista Chinese
Traditional and Herbal Drugs (Vol. 23, No.11, 1992) que las cucurbitacinas tienen citotoxicidad y actividad antitumoral,
ofrecen proteccion hepatica, antihepatitis, mejora de la funcién inmune, antiquimiocarcinogénesis, un aumento de la
permeabilidad capilar y vémitos inducidos.
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Un producto hecho de base de melén, y actualmente vendido en los mercados chinos, es el comprimido "Hu Lu Su"
(que significa comprimido de cucurbitacinas). La especificacion del producto se registré en the 'Standard Specification of
Traditional Chinese Medicines (Vol. 19)’ emitida por el ministerio de salud de China.

Los comprimidos comprenden un extracto de etanol purificado de la materia prima de base de melon y el producto
quimico principal en el comprimido es cucurbitacina B, cuyo contenido es no menos del 60% como se indica en la
especificacion estandar anterior. Las funciones e indicaciones para el comprimido incluyen:

* Eliminar toxinas y eliminar el calor, y
* Inducir la diuresis y expulsar la ictericia.

y se usa como tratamiento complementario para la hepatitis persistente debido al calor toxico severo, la hepatitis crénica
y el carcinoma hepatico primario.

La base de meldn no tenia la funcion de "purgante” en TCM, pero Edery et al. informaron que la inyeccién intravenosa
de 0.5 mg/kg o mas de cucurbitacina D aislada de Ecballium elaterium L. indujo diarrea en gatos, perros o ratas
conscientes, y también estimuld la enterocinesia en perros anestesiados. Pero en el ileon de cobaya aislado, una
concentracion de 54 mg/ml de cucurbitacina D no causé ningun efecto visible [H. Edery, G. Schatzberg Porath, S Gitter.
Pharmacodynamic activity of Elatericin (Cucurbitacin D) Arch Int Pharmacodyn.1961, 13(3~4):315~335].

Es un objetivo de la presente invencion desarrollar un medicamento que prevenga la distension intestinal y la sinequia 'y
acelere la restauracion de la gastroenterocinesia. Dicho medicamento tendra un impacto significativo en la recuperacion
de un paciente después de la cirugia.

El solicitante ha desarrollado un extracto estandarizado que comprende cucurbitacina D de Cucumis melo L. y lo usé
para desarrollar una formulacion para administracion rectal que ha demostrado ser eficaz en estudios con animales.

El extracto se puede usar solo o en combinacién con otros ingredientes botanicos o sustancias quimicas para formar la
preparacion farmacéutica.

Ademas, la formulacion evita el efecto de derivacion hepatica asociado con las formas orales, es de accion rapida y
parece no beneficiarse de ningun efecto secundario obvio del espasmo muscular, un problema con la neostigmina como
el tratamiento preferido actual.

Campo técnico de la invencién
Segun un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un extracto estandarizado de Cucumis melo L.

El extracto esta estandarizado por referencia al contenido de uno o mas miembros de la familia de compuestos
conocidos como cucurbitacinas (incluidas las isocucurbitacinas).

Estos incluyen: cucurbitacina D, cucurbitacina A, cucurbitacina B, cucurbitacina E, isocucurbitacina B e isocucurbitacina
D.

Preferiblemente, el extracto se estandariza con referencia a cucurbitacina D, que se cree que es un ingrediente activo.
Sin embargo, el extracto se puede estandarizar alternativamente con referencia a cucurbitacina B.

De hecho, el extracto se puede estandarizar por referencia a una cantidad/intervalo de tanto la cucurbitacina D como la
cucurbitacina B.

Preferiblemente, el extracto es un extracto completo de cucurbitacinas.
Como alternativa, el extracto puede ser una fraccién purificada o selectiva.

El extracto o una fraccién selectiva comprende preferiblemente al menos cucurbitacina D y mas preferiblemente
adicionalmente cucurbitacina B.

De hecho, podria comprender, sin limitacién, cualquier permutacion de las dos, tres, cuatro, cinco o seis cucurbitacinas
e isocucurbitacinas especificadas.

Mas preferiblemente, el extracto comprende las cucurbitacinas B y D mas al menos una de los siguientes: cucurbitacina
A, cucurbitacina E, isocucurbitacina B e isocucurbitacina D.

Aun mas preferiblemente, el extracto comprende las cucurbitacinas B y D junto con cada uno de los siguientes:

cucurbitacina A, cucurbitacina E, y opcionalmente también, cada una de isocucurbitacina B y/o isocucurbitacina D.
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A partir de lo anterior, sera evidente que para llegar a un extracto consistente es importante estandarizar la dosis contra
uno o mas marcadores/activos percibidos.

En una realizacion preferida, la proporcion de cucurbitacina B/cucurbitacina D en el extracto es de entre 30:1 a 1:10,
mas preferiblemente todavia entre 10:1 y 1:2 y mas preferiblemente todavia entre 3:1y 1:1.

Como el solicitante ha demostrado que los extractos que contienen cucurbitacina D y cucurbitacina B demuestran
actividad, se prefiere que uno o mas de estos compuestos se usen para estandarizar el extracto para su uso como
medicamento. De hecho, puede ser preferible estandarizar el extracto contra el contenido de cucurbitacina D o B o
dentro de un intervalo estrechamente definido.

Los extractos segun la invencion se pueden obtener mediante una serie de metodologias de extraccion alternativas que
pueden incluir adicionalmente "purificacién" adicional o etapas de extraccion adicionales.

A modo de ejemplo solamente, los métodos de extraccion con disolventes apropiados incluyen, pero no se limitan a, el
uso de agua, disolventes polares, tales como etanol y metanol, y sus soluciones acuosas.

Los métodos de extraccion, usando los disolventes mencionados anteriormente, incluyen extraccion por reflujo térmico
(incluida la extraccion Soxhlet), percolacidon y maceracion a temperatura ambiente.

El disolvente preferido es el agua.
El método de extraccion preferido es una extraccion por reflujo térmico.

En base a la propiedad fisica de la materia prima y la cantidad de agua usada, el procedimiento de extraccion se puede
repetir hasta cuatro veces. La duracion de extraccion habitual es de 0.5- 2 horas y la duracién de extraccion preferida es
de una hora. La cantidad de agua que se va a usar es de 8-10 veces el peso de la materia prima.

Preferiblemente, la extraccion es seguida por una etapa de purificacion. La etapa de purificacion preferida es una etapa
de precipitacion con etanol.

Cuando se agrega el primer concentrado a la solucion de etanol, la concentracion final de etanol debe estar entre 50% y
80%, preferiblemente 70%. Bajo esta condicion, el contenido de los compuestos activos y la composicion son los mas
apropiados para la aplicacion farmacéutica.

De este modo, un procedimiento combinado de extraccion y purificacion preferido puede comprender las etapas de:

* Pulverizar la materia prima de la base de melén,

* Extraer con agua y obtener un extracto liquido,

» Concentrar el extracto liquido para obtener un primer concentrado,

» Agregar el primer concentrado al etanol,

» Agitar muy bien, reservar, filtrar y concentrar la solucion para obtener un segundo concentrado,

* Recuperar el etanol y secar el segundo concentrado para obtener un extracto purificado.

Los procedimientos de purificacion alternativos o adicionales incluyen purificacion liquido-liquido y purificaciéon de resina.

De este modo, el primer y el segundo concentrado de, por ejemplo, el procedimiento de purificacion de extraccion
combinado preferido descrito anteriormente se puede purificar adicionalmente por particion liquido-liquido. Los
disolventes apropiados incluyen: cloroformo, cloruro de metileno, éter y acetato de etilo.

Una etapa de particion liquido-liquido se debe llevar a cabo generalmente una pluralidad de veces, digamos 2-5 veces,
preferiblemente 3 veces.

Después de la particion liquido-liquido, se recuperan los disolventes. Los concentrados de la particion liquido-liquido se
secan para obtener extractos que se pueden usar en la fabricacion de un medicamento.

Un método de purificacion alternativo es disolver el primer o segundo concentrado en agua y colocar la solucién en una
columna llena de una resina macroporosa. El procedimiento puede comprender las etapas de:

* Lavar la columna con agua.
» Permitir que se ejecute a través de la columna,

* Tirar la solucién de agua,
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« Eluir con uno o varios de los siguientes disolventes: metanol, etanol, etanol acuoso y metanol acuoso,
* Recoger los eluyentes,

» Concentrar el eluyente al vacio y recuperar el disolvente, y

* Secar los concentrados para obtener un extracto purificado.

La resina de absorcion macroporosa puede ser D 101, AB-8 o cualquier otra resina apropiada.

El D-101 es fabricado por Huishi Resin Factory, Shanghai, China. Es una resina no polar con las siguientes
especificaciones:

Tabla 1

% de agua 65-75

Densidad humeda g/ml 0.65-0.75

Tamarnio de particula (0.25-0.84mm) | >0 =2a 95

Tasa de area de superficie m2g 500-550

Diametro promedio de la camara 90-100

El AB-8 es fabricado por Nankai Chemicals, Tianjin, China. Es una resina no polar con las siguientes especificaciones:

Tabla 2

% de agua 65-75

Densidad humeda g/ml 1.00-1.10

Tamanio de particula (0.25-0.84mm) | >0 =2a 95

Tasa de area de superficie m2g 480-5250

Diametro promedio de la camara 13-14

La elucion puede ser una elucion isocratica o gradiente.

Los métodos de secado usados en la preparacion de los extractos pueden incluir, pero no se limitan a, secado al vacio y
secado por pulverizacion.

Segun un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona una formulacion farmacéutica que comprende un
extracto estandarizado de Cucumis melo L. en forma de dosificacion unitaria.

Preferiblemente, la formulacion farmacéutica esta estandarizada con referencia a una cucurbitacina (incluidas las
isocucurbitacinas).

Mas preferiblemente, la cucurbitacina estandarizada es cucurbitacina D, aunque se puede usar cucurbitacina B.

Preferiblemente, cuando la proporcion de cucurbitacina B/Cucurbitacina D esta entre 3:1 y 1:1, la formulacion esta
estandarizada para proporcionar una dosis diaria (basada en un paciente de 65 kg) que contiene desde 0.0040 mg a 40
mg de cucurbitacina D, mas preferiblemente de 0.04 mg a 4.0 mg de cucurbitacina D y mas preferiblemente todavia
entre 0.1 mg y 1.6 mg, con la dosis estandar preferida que contiene aproximadamente 0.40 mg.

Como alternativa, cuando la proporcion de cucurbitacina B/Cucurbitacina D esta entre 3:1 y 1:1, la formulacién se puede
estandarizar para proporcionar una dosis diaria (basada en un paciente de 65 g) que contiene desde 0.0064 a 64 mg de
cucurbitacina B, mas preferiblemente desde 0.064 a 6.4 mg de cucurbitacina B y mas preferiblemente todavia entre 0.16
mgy 2.6 mg, con la dosis estandar preferida que contiene aproximadamente 0.64 mg.

Preferiblemente, la formulacion farmacéutica es apropiada para la administracion rectal. Mas preferiblemente toma la
forma de un supositorio.

Los portadores para administracion rectal incluyen:
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» Bases lipofdlicas que incluyen: ésteres de acidos grasos naturales, glicéridos semisintéticos o aceite vegetal
hidrogenado;

* Bases hidrofélicas que incluyen: gelatina, glicerina, polietilenglicol, polioxil [40] estearato, Tween 61, monoestearato de
polioxetilén sorbitano o poloxamero (Pluronics);

+ Aditivos que incluyen: surfactantes tales como Tween 80;
* Quelantes que incluyen: EDTA, citrato trisédico deshidratado o derivados de enamina;
+ Agentes antiinflamatorios no esteroideos que incluyen: salicilato de sodio;

+ Antioxidantes que incluyen: hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT) o galato de gallocatequina;

y

» Conservantes que incluyen: ésteres del acido para-hidroxibenzoico.

El medicamento administrado por una ruta rectal se absorbe a través de la mucosa rectal y, en consecuencia,
aproximadamente del 50% al 70% de la medicacion no ingresa al higado. Como resultado, el metabolismo de la
medicacion en el higado y la toxicidad hepatica se reducen. La administracion rectal también evita la irritacién de la
mucosa gastrica.

Un supositorio rectal es facil de usar y se puede administrar tanto a pacientes internos como externos. Se absorbe
facilmente, surte efecto rapidamente y tiene una alta biodisponibilidad. El medicamento puede acortar la duracion de la
recuperacion y rehabilitacion postoperatoriamente sin limitacion en la funcion gastrointestinal del sujeto.

Sin embargo, se contemplan modos alternativos de suministro y estan dentro del alcance de la invencion.

De este modo, los extractos se pueden preparar en diferentes formas de dosificacion mediante preparacion
farmacéutica convencional. El extracto de la invencién se puede combinar con cualquier portador farmacoldgico
fisioldgicamente aceptable para formar una preparacion farmacéutica con el fin de proporcionar el medicamento a los
sujetos a través de diferentes rutas, por ejemplo, oral o mediante inyeccion. Las formas inyectables incluyen inyeccion
subcutanea, inyeccion intradérmica, inyeccion intramuscular, inyeccion intraperitoneal, inyeccion intravenosa, inyeccion
intranasal e inyeccion de punto de acupuntura. Como alternativa, el medicamento se podria introducir directamente en el
sitio quirurgico.

El extracto en la presente invencion se podria convertir en medicamentos inyectables que incluyen soluciones,
emulsiones, suspensiones y polvos inyectables. Como formulaciones de inyeccion, los portadores fisioldgicamente
aceptables incluyen un medio farmacéuticamente aceptable y se pueden usar aditivos. Los medios farmacéuticamente
aceptables incluyen: agua, disolventes no acuosos o disolventes compuestos. Los disolventes no acuosos incluyen
aceites inyectables, etanol, glicerina, propilenglicol, polietilenglicol, benzoato de bencilo, dimetil acetamida,
dimetilsulfoxido y miristato de isopropilo. Los aditivos incluyen solubilizantes, antioxidantes, regulador isoténico, solucion
reguladora, agentes de suspension, estabilizantes, agente quelante, agente antibacteriano y relleno, tal como Tween-80,
fosfato, metilcelulosa, creatinina, sulfito de sodio, cloruro de sodio, sal disédica del acido etilendiaminotetraacético,
lactosa y fenol.

Con base en estudios farmacoldgicos significativos, el solicitante ha encontrado que un extracto de base de meldn
hecho de, por ejemplo, la extraccidon acuosa y la precipitacion de etanol posee efectos beneficiosos significativos que
incluyen lo siguiente:

* Activar la gastroenterocinesia;

» Estimular el movimiento gastrointestinal sin cirugia.

* Impulso de los intestinos grueso y delgado;

* Activar el vaciado gastrico; y

* Reducir los intervalos de excrecion y aumentar la cantidad de heces.

Segun un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un extracto estandarizado de Cucumis melo L. para
su uso en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o para efectuar una o mas de las siguientes
condiciones:

* Activar la gastroenterocinesia;
* Restauracion postoperatoria de gastroenterocinesia;

* Reducir la duracién del flato postoperatorio;
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* Tratamientos de estrefimiento;

« Tratamiento de la adhesion intestinal postoperatoria;

* Tratamiento de la adhesion intestinal y el ileo;

* Estimular el movimiento gastrointestinal sin cirugia;

* Impulso de los intestinos grueso y delgado;

* Activar el vaciado gastrico;

» Suavizar el movimiento intestinal; y

* Reducir los intervalos de excrecion y aumentar la cantidad de heces.

A partir de lo anterior, sera evidente que para llegar a un extracto consistente es importante estandarizar la dosis contra
uno o mas marcadores/activos percibidos.

Como el solicitante ha demostrado que los extractos que contienen cucurbitacina D y B demuestran actividad, se
prefiere que uno o mas de estos compuestos se usen para estandarizar el extracto para su uso como medicamento.

El marcador preferido es cucurbitacina D, aunque se puede usar cucurbitacina B u otra cucurbitacina o isocucurbitacina.

En una realizacién preferida, la proporcion de cucurbitacina B/Cucurbitacina D en el extracto es de entre 30:1 a 1:10,
mas preferiblemente aun entre 10:1 y 1:2 y aun mas preferiblemente entre 3:1y 1:1.

Preferiblemente, la cantidad de cucurbitacina D presente en el peso total de las cucurbitacinas, incluidas las
isocucurbitacinas, comprende del 5% al 50%, mas preferiblemente del 8% al 41%.

Mas particularmente, el solicitante ha demostrado que:

1. Después de una dosis Unica de administracion rectal del medicamento, la constriccién proximal del colon de las ratas
anestesiadas mejoro significativamente en 30 minutos, y alcanzé un pico entre 30 min y 60 min.

2. El medicamento de la presente invencion puede activar significativamente el impelente intestinal de los ratones con
lesidon mecanica intestinal. A una dosis alta, su funcidn era equivalente a la neostigmina, pero sin espasmos musculares,
un efecto secundario comun encontrado con la neostigmina.

3. El medicamento puede ademas:

* Activar el impelente intestinal de los animales con hipofuncién gastrointestinal inducida por atropina.

» Reducir los intervalos de excrecion,

» Aumentar la cantidad de heces, (contar durante 4 horas) y

» Mejorar la funcién del vaciado gastrico en los animales con hipofuncién gastrointestinal inducida por atropina.

Como se indic6 anteriormente, el medicamento de la presente invencion puede promover la gastroenterocinesia tanto
en animales gastrointestinales normales como inhibidos y también promover movimientos en el estdmago, intestino
delgado y grueso. Comparativamente hablando, la fuerza del efecto esta en orden: intestino grueso> intestino delgado>
estomago.

El extracto de base de meldn posee las excelentes caracteristicas de:

» Una pequefa cantidad de dosificacion,

» Una baja frecuencia de administracion (potencialmente dosis Unica), y
* Un inicio de accion rapido.

Practicamente, el extracto de base de meldn puede activar la gastroenterocinesia y, segun sus caracteristicas, se puede
usar en el tratamiento o prevencion de:

« Estrenimiento,
* Adhesion intestinal e ileo, y

» Promocion de flatos para activar la restauracion de gastroenterocinesia después de una cirugia abdominal.
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Segun un cuarto aspecto de la invencion, se proporciona un método de tratamiento del cuerpo humano o animal que
comprende administrar un extracto o formulacién farmacéutica de la invencién a un paciente.

La presente invencion se describira adicionalmente, solo a modo de ejemplo, con referencia a la siguiente formulacion y
datos en los que:

La figura 1a muestra la estructura quimica de la cucurbitacina D,

La figura 1b muestra la estructura quimica de la cucurbitacina B,

La figura 1c muestra la estructura quimica de la cucurbitacina E,

La figura 1d muestra la estructura quimica de la isocucurbitacina B,

La figura 1e muestra la estructura quimica de la cucurbitacina A, y

La figura If muestra las estructuras quimicas de la isocucurbitacina D;

La figura 2a es una huella digital de HPLC del primer concentrado usado en el ejemplo 1,

La figura 2b es una huella digital de HPLC del extracto de base de melén usado en el ejemplo 2,

La figura 2c es una huella digital de HPLC del segundo concentrado usado en el ejemplo 1,

La figura 2d es una huella digital de HPLC del extracto acuoso purificado con cloroformo usado en el ejemplo 8, y
La figura 2e es una huella digital de HPLC del extracto tratado con resina macroporosa como se usa en el ejemplo 11;
La figura 3 es un grafico que muestra el porcentaje de impulso del intestino delgado en ratones normales;

La figura 4 es un grafico que muestra el porcentaje de impulso del intestino grueso en ratas normales;

La figura 5 es un grafico que muestra el porcentaje de vaciado gastrico en ratones normales;

La figura 6 es un grafico que muestra el porcentaje de impulso intestinal en ratones con lesién mecanica;

La figura 7 es un grafico que muestra el porcentaje de impulso intestinal en ratones con hipodinamica gastrointestinal
causada por atropina;

La figura 8 es un grafico que muestra el nimero de contracciones: efecto sobre la contraccion proximal del colon en
ratas anestesiadas;

La figura 9 es un grafico que muestra la tasa de contracciones: efecto sobre la contraccion proximal del colon en ratas
anestesiadas;

La figura 10 es un grafico que muestra los indices de amplitud: efecto sobre la contracciéon proximal del colon en ratas
anestesiadas;

La figura 11 es un grafico que muestra la tasa de amplitud: efecto sobre la contracciéon proximal del colon en ratas
anestesiadas;

La figura 12 es un grafico que muestra la prueba de vaciado gastro - hipodinamica gastrointestinal en un modelo de
raton causado por atropina; y

La figura 13 es un grafico que muestra el resultado del estudio ex vivo registrado: efecto de una dosis de 60 mg/20 ml
en ileon de cobaya aislado (de arriba a abajo, las ondas registradas son: antes de la administracion, 0, 2, 5 y 10 minutos
después de la administracion).

En cada una de las huellas digitales de HPLC (Figuras 2a - 2e):
El pico 1 es cucurbitacina A;

El pico 2 es cucurbitacina D;

El pico 3 es isocucurbitacina D;

El pico 4 es cucurbitacina B;

El pico 5 es cucurbitacina E; y

El pico 6 es isocucurbitacina B
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Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes:

Columna: DIKMA Diamonsil HPLC Columna C18 250 mm X 4.6 mm, 5 um
Temperatura de columna: 30 °C

Longitud de onda: 232nm

Velocidad de flujo: 1.0 min/ml

Fase movil: A: acetonitrilo: tetrahidrofurano (1:1);

B: elucion en gradiente con dos fases de acido fosférico al 0.1% - agua (0 min: 30% A;
40min: 70% A)

Descripcion detallada

La descripcion detallada que se proporciona a continuacion se expone en tres partes.

* Los ejemplos 1 a 13 describen diferentes métodos de preparacion de extractos (extraccion y purificacion) que
contienen cucurbitacinas y los extractos resultantes;

* Los ejemplos 14 a 18 describen formulaciones hechas de una serie de estos extractos; y

» Los experimentos 1 a 12 proporcionan detalles de los estudios realizados que brindan un respaldo creible para las
indicaciones médicas reclamadas.

Parte 1. Extractos y metodologia de extraccion/purificacion.

Los siguientes ejemplos ilustran una variedad de metodologias que se pueden usar para obtener extractos que
contienen cucurbitacina para uso en medicina.

Ejemplo 1: extraccion acuosa y precipitacion etandlica

La materia prima de base de meldn (5 kg) se pulverizé en un polvo grueso y se sometié al siguiente régimen:

—_

. Agregar 50 kg de agua al polvo grueso y hervir durante aproximadamente 2 horas;
2. Decantar la solucion;

3. Agregar otros 40 kg de agua al residuo y hervir durante 1 hora mas, luego decantar la solucion;

4. Agregar otros 40 kg de agua al residuo y hervir durante 1 hora mas, luego decantar la solucion;

5. Recoger las tres soluciones y filtrar;

6. Concentrar la solucién para obtener un primer concentrado (7.5 kg);

7. Agregar etanol al concentrado para obtener una solucion de etanol al 70%. Agitar completamente, reservar, dejar
precipitar durante 24 horas Yy filtrar;

8. Recuperar el etanol para obtener un segundo concentrado;

9. Secar por pulverizacion el segundo concentrado para obtener un extracto sélido.

El extracto sélido obtenido tenia una composicién como se muestra en la tabla 3 a continuacion:

Tabla 3.
Contenido de cucurbitacina % (por peso de extracto)
Cucurbitacina B 0.99
Cucurbitacina D 0.61
Cucurbitacina E 0.14
Cucurbitacina A 0.12
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Isocucurbitacina D 0.09
Isocucurbitacina B 0.06
TOTAL

Proporcién de cucurbitacina B a cucurbitacina D 1.62:1.0
Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas) | 0.30:1.0

Ejemplo 2 - Extraccion de disolvente usando metanol

La materia prima de base de meldn (5 kg) se pulverizé en un polvo grueso y se sometié al siguiente régimen:

1. Agregar 25 kg de metanol y extracto de reflujo con un Soxhlet durante 6 horas;

2. Concentrar el extracto liquido al vacio y secar por pulverizacion para obtener un extracto solido.

El extracto sélido obtenido tenia una composiciéon como se muestra en la tabla 4 a continuacion:

Tabla 4.

Contenido de cucurbitacina

% (por peso de extracto)

Cucurbitacina B 5.83
Cucurbitacina D 0.63
Cucurbitacina E 0.03
Cucurbitacina A 0.36

Isocucurbitacina D

No detectado (<0.01 %)

Isocucurbitacina B 0.76
TOTAL

Proporciéon de cucurbitacina B a cucurbitacina D 9.25:1.0
Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas) | 0.08:1.0

Ejemplo 3 - Extraccion acuosa y precipitacion etandlica (2)

La materia prima de base de meldn (5 kg) se pulverizé en un polvo grueso y se sometié al siguiente régimen:

1. Agregar 30 kg de agua y hervir durante 30 minutos,
2. Verter la solucion,

3. Repetir la etapa 1 otras tres veces,

4. Agrupar las soluciones Yy filtrar,

5. Concentrar la solucion para obtener un primer concentrado (2.5 kg),

6. Agregar etanol para formar una solucion de etanol al 65%, agitar completamente y reservar para precipitar durante 18

horas,
7. Filtrar y recuperar el etanol al vacio para obtener un segundo concentrado.

8. Secar el concentrado al vacio para obtener un extracto soélido.

10
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El extracto sélido obtenido tenia una composicién como se muestra en la tabla 5 a continuacion:

Tabla 5.

Contenido de cucurbitacina

% (por peso de extracto)

Cucurbitacina B 0.87
Cucurbitacina D 0.51
Cucurbitacina E 0.11
Cucurbitacina A 0.10
Isocucurbitacina D 0.07
Isocucurbitacina B 0.05.
TOTAL

Proporciéon de cucurbitacina B a cucurbitacina D 1.71:1.0
Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas) | 0.30:1.0

Ejemplo 4 - Extraccion etandlica

La materia prima de base de meldn (4 kg) se pulverizé en un polvo grueso y se sometié al siguiente régimen:

1. Agregar 25 kg de etanol al 75% y someterlo a extraccion por reflujo, con calor, durante 4 horas para obtener un

extracto liquido;

2. Secar por pulverizacion el extracto para obtener el extracto sélido.

El extracto sélido obtenido tenia una composicién como se muestra en la tabla 6 a continuacion:

Tabla 6.

Contenido de cucurbitacina

% (por peso de extracto)

Cucurbitacina B

2.91

Cucurbitacina D

0.58

Cucurbitacina E

No detectado (<0.01 %)

Cucurbitacina A

0.18.

Isocucurbitacina D

No detectado (<0.01 %)

Isocucurbitacina B 0.36
TOTAL

Proporciéon de cucurbitacina B a cucurbitacina D 5.02:1.0
Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas) | 0.14:1.0

Ejemplo 5 - Extraccion acuosa y precipitacion etandlica (3)

La materia prima de base de meldn (3 kg) se pulverizé en un polvo grueso y se sometid a la siguiente metodologia.

1. Agregar 30 kg de agua y hervir durante una hora,

11
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2. Verter la solucion,

3. Repetir las etapas 1y 2 otras dos veces,

4. Recoger las soluciones, filtrar y concentrar para obtener un primer concentrado (5 kg),

5. Agregar etanol para formar una solucién de etanol al 75%, agitar completamente y reservar para precipitacion durante

30 horas,

6. Filtrar y recuperar el etanol al vacio para obtener un segundo concentrado,

7. Secar el concentrado al vacio para obtener un extracto sélido.

El extracto sélido obtenido tenia una composicién como se muestra en la tabla 7 a continuacion:

Tabla 7.
Contenido de cucurbitacina % (por peso de extracto)
Cucurbitacina B 0.81
Cucurbitacina D 0.48
Cucurbitacina E 0.10
Cucurbitacina A 0.10
Isocucurbitacina D 0.06
Isocucurbitacina B 0.04
TOTAL
Proporciéon de cucurbitacina B a cucurbitacina D 1.69:1.0
Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas) | 0.30:1.0

Ejemplo 6 - Extraccion acuosa y precipitacion de etanol (4)

La materia prima de la base de meldn (4.5 kg) se pulverizé en un polvo grueso y se sometio a la siguiente metodologia.

1. Agregar 35 kg de agua y hierva por una hora,
2. Verter la solucion,

3. Repetir 3 veces mas,

4. Reunir las soluciones, filtrar y concentrar para obtener un primer concentrado (5 kg),

5. Agregar etanol para formar una solucién de etanol al 80%, agitar completamente y reservar para precipitacion durante

30 horas,

6. Filtrar y recuperar el etanol al vacio para obtener un segundo concentrado,

7. Secar por pulverizacién los concentrados para obtener el extracto soélido.

El extracto sélido obtenido tenia una composicién como se muestra en la tabla 8 a continuacion:

Tabla 8.

Contenido de cucurbitacina

% (por peso de extracto)

Cucurbitacina B

0.62

Cucurbitacina D

0.58

12
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Cucurbitacina E 0.12
Cucurbitacina A 0.10
Isocucurbitacina D 0.05
Isocucurbitacina B 0.06
TOTAL

Proporciéon de cucurbitacina B a cucurbitacina D 1.07:1.0
Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas) | 0.38:1.0

Ejemplo 7 - Extraccion etandlica (2)
La materia prima de base de melén (5 kg) se pulverizé en un polvo grueso y se sometié a la siguiente metodologia:

1. Agregar una cantidad apropiada de etanol al 50% para cubrir el polvo y remojar a temperatura ambiente durante la
noche,

2. Aplicar un método de filtracion usando otros 60 kg de solucién de etanol al 50%,
3. Concentrar la solucién al vacio,
4. Secar por pulverizacion para obtener un extracto sélido.

El extracto sélido obtenido tenia una composicién como se muestra en la tabla 9 a continuacion:

Tabla 9.
Contenido de cucurbitacina % (por peso de extracto)
Cucurbitacina B 2.78
Cucurbitacina D 0.42
Cucurbitacina E No detectado (<0.01%)
Cucurbitacina A No detectado (<0.01%)
Isocucurbitacina D No detectado (<0.01%)
Isocucurbitacina B 0.03
TOTAL
Proporciéon de cucurbitacina B a cucurbitacina D 6.62:1.0
Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas) | 0.13:1.0

Ejemplo 8 - Purificacion de cloroformo

El primer concentrado, como se describe en el ejemplo 1, se sometié a purificacion con cloroformo de la siguiente
manera:

1. Disolver el primer concentrado en cloroformo (2/3 en volumen),
2. Separar la solucion de cloroformo,

3. Repetir las etapas 1y 2 otras dos veces,

13
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4. Recoger las soluciones combinadas de cloroformo, recuperar el cloroformo y secar el residuo al vacio para obtener
un extracto solido.

El extracto sélido obtenido tenia una composicién como se muestra en la tabla 10 a continuacion:

Tabla 10.
Contenido de cucurbitacina % (por peso de extracto)
Cucurbitacina B 30.68
Cucurbitacina D 24.95
Cucurbitacina E 4.24
Cucurbitacina A 3.50
Isocucurbitacina D 4.24
Isocucurbitacina B 3.50
TOTAL
Proporciéon de cucurbitacina B a cucurbitacina D 1.23:1.0
Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas) | 0.35:1.0

Ejemplo 9 - Purificacion liquido/liquido

El extracto liquido, como se describe en el ejemplo 2, se tomd y el metanol se recuperé al vacio como se describe a
continuacion.

1. Se agreg6 agua al extracto (el mismo peso que las materias primas) para disolver el residuo y luego se afiadio éter (el
mismo volumen que el agua) para realizar la particion liquido-liquido,

2. La fraccion de éter se recuperd y la etapa 1 se repitié una vez mas,
3. Las soluciones de éter se combinaron y el éter se recupero,
4. El residuo se sec6 al vacio para obtener un extracto solido.

El extracto sélido obtenido tenia una composicion como se muestra en la tabla 11 a continuacion:

Tabla 11.
Contenido de cucurbitacina % (por peso de extracto)
Cucurbitacina B 65.79
Cucurbitacina D 8.45
Cucurbitacina E 0.42
Cucurbitacina A 5.04
Isocucurbitacina D 0.35
Isocucurbitacina B 9.4
TOTAL
Proporciéon de cucurbitacina B a cucurbitacina D 7.79:1.0
Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas | 0.09:1.0

14
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Ejemplo 10 - Purificacion liquido/liquido (2)

El segundo concentrado como se describe en el ejemplo 5 se tomd y se purificé adicionalmente de la siguiente manera:
1. El concentrado se disolvié con agua (el mismo peso que la materia prima),

2. La particion liquido-liquido se realizé con 2 volimenes de acetato de etilo 5 veces,

3. Se reunieron las soluciones de acetato de etilo y se recuperd el acetato de etilo.

4. El residuo se secd al vacio para obtener un extracto solido.

El extracto sélido obtenido tenia una composicién como se muestra en la tabla 12 a continuacion:

Tabla 12.
Contenido de cucurbitacina % (por peso de extracto)
Cucurbitacina B 18.94
Cucurbitacina D 12.50
Cucurbitacina E 2.53
Cucurbitacina A 1.98
Isocucurbitacina D 1.84
Isocucurbitacina B 2.02
TOTAL
Proporciéon de cucurbitacina B a cucurbitacina D 1.52:1.0
Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas | 0.31:1.0

Ejemplo 11 - Purificacion de resina

El primer concentrado como se describe en el ejemplo 1, se diluyé con agua y se colocé en una columna llena con una
resina macroporosa preequilibrada D101 y se purificé de la siguiente manera.

1. La columna se eluy6 con agua y luego con etanol al 90%;
2. La solucion de etanol se recogio y el etanol se recuper6 al vacio;
3. El residuo se seco por pulverizacion para obtener un polvo sélido.

El extracto sélido obtenido tenia una composicion como se muestra en la tabla 13 a continuacion:

Tabla 13.

Contenido de cucurbitacina % (por peso de extracto)
Cucurbitacina B 47.52

Cucurbitacina D 17.60

Cucurbitacina E 1.72

Cucurbitacina A 3.01

Isocucurbitacina D 1.15

Isocucurbitacina B 3.72
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TOTAL

Proporciéon de cucurbitacina B a cucurbitacina D

2.70:1.0

Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas)

0.24:1.0

Ejemplo 12 - Purificacion de resina (2)

El segundo concentrado, como se describe en el ejemplo 6, se diluy6é con agua y se colocd en una columna llena de

agua, resina macroporosa prebalanceada AB-8 y se purifico de la siguiente manera.

1. La elucion en gradiente se realizé con agua, luego con etanol al 10%, 50% y 90%, respectivamente,

2. Se arrojaron el agua y la solucion de etanol al 10% y se recogieron las soluciones de etanol al 50% y 90%,

3. El etanol se recupero6 al vacio para obtener un extracto solido.

El extracto sélido obtenido tenia una composicién como se muestra en la tabla 13 a continuacion:

Tabla 13.
Contenido de cucurbitacina % (por peso de extracto)
Cucurbitacina B 13.55
Cucurbitacina D 13.42
Cucurbitacina E 1.10
Cucurbitacina A 297
Isocucurbitacina D 0.97
Isocucurbitacina B 0.80
TOTAL
Proporciéon de cucurbitacina B a cucurbitacina D 1.01:1.0
Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas | 0.41:1.0

Ejemplo 13 - Purificacion de resina (3)

El concentrado como se describe en el ejemplo 7 se diluyd con agua y se colocé en una columna llena de resina

macroporosa prebalanceada de agua AB-8 y se purificé de la siguiente manera.

1. La elucion en gradiente se realizé con agua, luego con etanol al 10%, 50% y 90%, respectivamente,

2. Se arrojaron el agua y la solucion de etanol al 10% y se recogieron las soluciones de etanol al 50% y 90%,

3. El etanol se recuper6 al vacio para obtener el extracto sélido.

El extracto sélido obtenido tenia una composicién como se muestra en la tabla 14 a continuacion:

Tabla 14.

Contenido de cucurbitacina

% (por peso de extracto)

Cucurbitacina B

36.88

Cucurbitacina D

6.25
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Cucurbitacina E

Cucurbitacina A 0.14

Isocucurbitacina D

Isocucurbitacina B 1.1
TOTAL
Proporciéon de cucurbitacina B a cucurbitacina D 5.90:1.0

Proporcion de cucurbitacina D a cucurbitacinas total (incluyendo isocucurbitacinas) | 0.14:1.0

Parte 2 - Produccion de medicamentos formulados a partir de extractos.
Ejemplo 14 - Formulacion para administracion rectal

Se realiz6 una formulacion rectal de la siguiente manera:

1. El extracto sdlido como se describe en el ejemplo 5 se molié en un polvo fino,

2. Se tomd una cantidad de glicéridos semisintéticos apropiados para formar supositorios de dosificacion unitaria (1.2 g)
que contenian una dosis deseada (90 mg de extracto) y se fundieron en un bafio de agua a 40 °C,

3. La solucion y el polvo se mezclaron y se agitaron completamente,
4. La solucion resultante se vertié en un molde y se enfrio.

El supositorio rectal resultante contenia 90 mg de extracto estandarizado contra ya sea cucurbitacina D 0.43 mg y/o
cucurbitacina B 0.73 mg

El producto tiene una proporcién de cucurbitacina B: cucurbitacina D de 1.69:1.0

Ejemplo 15 - Formulacion para administracion rectal (2)

Se realiz6 una formulacion rectal de la siguiente manera:

1. El extracto sdélido como se describe en el ejemplo 1 se molié en un polvo fino,

2. Se agreg6 una cantidad apropiada de etanol al 50% y Tween-80 y la mezcla se agit6 completamente,

3. Se tomd una cantidad de glicéridos semisintéticos apropiados para formar supositorios de dosificacion unitaria (1.5 g)
que contenian una dosis deseada de extracto (60 mg) y se fundieron en un bafio de agua a 40 °C,

4. La solucién y el polvo se mezclaron y se agitaron a fondo,
5. La solucion resultante se vertié en un molde y se enfrio.

El supositorio rectal resultante contenia 60 mg de extracto estandarizado contra ya sea cucurbitacina D 0.37 mg y/o
cucurbitacina B 0.59 mg

El producto tiene una proporcién de cucurbitacina B: cucurbitacina D de 1.62: 1.0

Ejemplo 16 - Formulacion para administracion rectal (3)

Se realiz6 una formulacion rectal de la siguiente manera:

1. El extracto sdlido como se describe en el ejemplo 3 se molié en un polvo fino,

2. Una cantidad apropiada de manteca de cacao y poloxamero (Pluronics) se fundieron en un bafio de agua a 40 °C,
3. La solucion se mezcld con el polvo y se agité a fondo.

4. La solucion se vertio en un molde y se dejé enfriar.
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El supositorio rectal resultante (1.5 g) contenia 20 mg de extracto estandarizado contra ya sea cucurbitacina D 0.10 mg
y/o cucurbitacina B 0.17 mg

El producto tiene una proporcién de cucurbitacina B: cucurbitacina D de 1.71:1.0
Ejemplo 17 - Formulacion para administracion rectal (4)

Se realiz6 una formulacion rectal de la siguiente manera:

1. Tomar el extracto sélido como se describe en el ejemplo 8 y moler en un polvo fino,

2. Tomar una cantidad apropiada de glicéridos semisintéticos y poloxamero (Pluronics) y fundirlos en un bafio de agua a
40 °C,

3. Mezclar la solucion con el polvo y agitar muy bien,
4. Verter la solucion en un molde y enfriar.

El supositorio rectal resultante (1.2 g) contenia 15 mg de extracto estandarizado contra ya sea cucurbitacina D 3.74 mg
y/o cucurbitacina B 4.60 mg

El producto tiene una proporcién de cucurbitacina B: cucurbitacina D de 1.23:1.0
Ejemplo 18 - Formulacion para administracion rectal (5)

Se realiz6 una formulacion rectal de la siguiente manera:

1. Tomar el extracto sélido como se describe en el ejemplo 6 y pulverizarlo,

2. Fundir una cantidad apropiada de aceite de grano de hoja de especia (Lindera communis Hems/) y Tween -80 a 40 °C
en un bafio de agua.

3. Agregar el polvo a la solucién y agitar muy bien,
4. Verter la mezcla en el molde y enfriar.

El supositorio rectal resultante (1.0 g) contenia 50 mg de extracto estandarizado contra cucurbitacina D 0.29 mg y/o
cucurbitacina B 0.31 mg

El producto tiene una proporcién de cucurbitacina B: cucurbitacina D de 1.07: 1.0
Parte 3 - Evidencia de actividad reivindicada

En la siguiente seccion se usd un extracto soélido como se describe en el ejemplo 1 y para la conveniencia de
comprender, la proporcion de la relacion K de la dosis diaria por kg de peso corporal entre diferentes especies se da en
la tabla a continuacion.

humano | rata | conejo | ratones

K| 0.11 |(0.71| 0.37 1

Experimento 1 - Prueba de dosis maxima tolerable

Este experimento se realiz6 para determinar la dosis maxima tolerable (MTD), por administracion rectal, de un extracto
del tipo descrito en los ejemplos 1.

En este experimento, se usaron ratas SD 10 macho y 10 hembras con un peso de 200-240 g. Estuvieron en ayunas
durante 20 horas antes del experimento. Las ratas recibieron administraciones rectales del extracto de base de melén
(diluido con solucién salina a una concentracion del 40%) a la dosis de 153 mg/kg/d. Se registraron las reacciones de
las ratas, incluido el comportamiento, el movimiento de las extremidades, la ingesta de agua y alimentos, la orina y las
heces. La investigacion dur6 14 dias continuos.

La mayoria de los animales produjeron heces acuosas con moco entre 30 y 120 minutos después de la medicacion, y
heces normales 6-8 horas después de la medicacion. Algunos animales se acurrucaron con poco movimiento en la
etapa inicial después de la medicacion, pero volvieron a la actividad normal después de 30 minutos. Todos los animales
crecieron normalmente sin que ocurriera la muerte en un periodo de observacion de 14 dias. No hubo signos evidentes
de toxicidad y no se encontraron anormalidades en los 6rganos.
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La dosis maxima del extracto, por administracion rectal, fue de 153 mg/kg/dia, que es mas de 200 veces la dosis clinica
recomendada en humanos. Indicé que el extracto tiene un buen perfil de seguridad cuando se administra como una
dosis Unica y es una guia para un uso clinico seguro.

Experimento 2 - Prueba de irritacién de la mucosa rectal

El extracto sdélido como se describe en el ejemplo 1 se administré continuamente a conejos a dosis altas y bajas durante
7 dias.

Los animales a dosis bajas (4.64 mg/kg) no mostraron signos evidentes de irritacion de la mucosa rectal y esta dosis fue
equivalente a 7.14 veces la dosis clinica humana recomendada de 0.65 mg.

Los animales en la dosis alta (18.55 mg/kg) mostraron una ligera irritacion en la mucosa rectal pero fue reversible y esta
dosis fue equivalente a 28.5 veces la dosis clinica humana recomendada de 0.65 mg.

El resultado experimental sugiri6 que el extracto no seria irritante cuando se administra a humanos como una dosis
Unica de 0.65 mg/kg/dia.

Experimento 3 - Estudio de promocién de excrecion

En este experimento, 50 ratones ICR machos que pesaban 23-27 g respectivamente se dividieron aleatoriamente en 5
grupos con 10 por grupo, esto es, control normal, control positivo y tres grupos de dosis a 2.48 mg/kg, 4.96 mg/kg y 9.92
mg./kg, respectivamente. Estuvieron en ayunas durante 24 horas antes del experimento.

Los ratones en el grupo de control positivo recibieron una inyeccion de 0.1 ml/10 g de peso corporal de neostigmina
hipodérmicamente, mientras que los ratones en los grupos de control normales recibieron administraciones rectales de
solucioén salina de 0.02 ml/10 g de peso corporal. Los ratones en los tres grupos de dosis recibieron administraciones
rectales del extracto de base de meldn (diluido con solucién salina para dar las dosis deseadas y recibieron 0.02 ml/10 g
de peso corporal).

Después de la medicacion, todos los ratones recibieron infusiones intragastricamente de tinta india (10% de tinta, diluida
con solucion salina, a la dosis de 0.02 ml/10 g de peso corporal). Los ratones se pusieron individualmente en una jaula
con piso de papel de filtro de color blanco. El tiempo de excrecion y la cantidad de heces se registraron durante
periodos de observacion de 4 horas.

En comparacion con el grupo de control normal, y mediante el uso de andlisis estadistico, la duracién de la primera
excrecion de heces negras de los ratones en el grupo de control positivo y tres grupos de dosis se redujo en un 53%,
34%, 39% y 49% (p <0.01), respectivamente. La cantidad de heces del grupo de control positivo y tres grupos de dosis
se incrementaron en un 49% (p<0.01), 19% (p<0.05), 29% (p<0.01) y 49% (p<0.01), respectivamente.

Los resultados sugirieron que los extractos en las tres dosis podian promover claramente la excrecion en ratones
normales y el efecto era dependiente de la dosis.

Experimento 4 - Estudio sobre el impulso del intestino delgado

En este experimento, 50 ratones ICR machos con un peso de 23-27 g respectivamente se dividieron aleatoriamente en
5 grupos con 10 por grupo, esto es, control normal, control positivo y tres grupos de dosis a 2.48 mg/kg, 4.96 mg/kg y
9.92 mg/kg, respectivamente. Estuvieron en ayunas durante 24 horas antes del experimento. Los ratones en el grupo de
control positivo recibieron una inyeccion de 0.1 ml/10 g de peso corporal de neostigmina hipodérmicamente, mientras
que los ratones en grupos de control normales recibieron administraciones rectales de solucion salina de 0.02 ml/10 g
de peso corporal. Los ratones en tres grupos de dosis recibieron administraciones rectales del extracto de base de
meldn (diluido con solucidn salina a las dosis deseadas y recibieron 0.02 ml/10 g de peso corporal). Veinte minutos
después de la medicacion, se administro tinta India al 10% (diluida con solucion salina) a cada ratén a la dosis de 0.2
ml/10 g de peso corporal.

Los ratones fueron sacrificados en 15 minutos y se realiz6 la laparotomia. Se extrajo y midié la seccion del intestino
delgado desde el piloro hasta la unién ileocdlica. El porcentaje de impulso se calculd midiendo la longitud total del
intestino delgado y la distancia entre el piloro y el frente de la tinta impulsada. (Véase la figura 3 para el resultado).

Los dos grupos de dosis (dosis intermedia y alta) mostraron claramente un efecto impulsor del intestino delgado en el
experimento (p <0.01) en comparacién con el grupo de control normal.

Experimento 5 - Estudio sobre el impulso del intestino grueso

Este es un estudio de eficacia sobre el movimiento del intestino grueso en ratas normales después de la administracion
rectal del producto.

El resultado experimental mostré que el extracto de la invencidon promueve un impulso significativo del intestino grueso
en ratas.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2787224 T3

En el experimento, 50 ratas Wistar machos que pesaban 200-250 g respectivamente se dividieron aleatoriamente en 5
grupos con 10 por grupo. Estuvieron en ayunas durante 24 horas antes del experimento. Las ratas fueron eterizadas en
posicién supina. Se realizé una incision en la linea media (1.5-2 cm) a nivel del hipogastrio y se extrajo delicadamente la
union ileocdlica con unas pinzas. Se inyectd en el colon tinta de India al 10% a 0.2 ml/100 g de peso corporal con
extracto de base de melén a la dosis de 1.5 mg/kg, 3.0 mg/kg o 6.0 mg/kg con una jeringa. Las ratas en el control
normal y los grupos de control positivo recibieron inyecciones de solucién salina y tinta al 10%. Las ratas en control
positivo también recibieron inyeccion de neostigmina (0.08 mg/kg). La incisién se cosié inmediatamente después de las
inyecciones y se inici6 un recuento de tiempo. Las ratas fueron sacrificadas y la laparotomia se realizd6 40 minutos
después de la medicacion. Se extrajo el intestino grueso desde el apéndice hasta el ano. La longitud total del intestino
se midié desde el inicio del colon hasta el ano. También se midié la distancia del impulso de tinta desde el inicio del
colon hasta el frente de tinta. Se calcul6 el porcentaje de impulso (Figura 4).

En comparacioén con el grupo de control normal, el extracto a tres niveles de dosis mostré un notable efecto impulsor
sobre el intestino grueso en ratas (p <0.01). Se observé alguna relacion dosis-efecto.

Experimento 6 - Experimento de vaciado gastrico

En el experimento, 60 ratones ICR machos con un peso de 22-26 g respectivamente se dividieron aleatoriamente en 5
grupos con 12 por grupo, esto es, control normal, control positivo y tres grupos de dosis, respectivamente. Estuvieron en
ayunas durante 24 horas antes del experimento. Los ratones en el grupo de control positivo recibieron una inyeccion de
0.15 ml/10 g de peso corporal de neostigmina hipodérmica, mientras que los ratones en los grupos de control normales
recibieron administraciones rectales de solucion salina. Los ratones en tres grupos de dosis recibieron administraciones
rectales del extracto de base de meldn a 2.48 mg/kg, 4.96 mg/kg y 9.92 mg/kg, respectivamente.

Se administré una suspension de 2% de carboximetilcelulosa con rojo de fenol al 0.05% como infusion gastrica a todos
los ratones (0.4 ml/ratén) 30 minutos después de la medicacion. Los ratones fueron sacrificados y la laparotomia se
realizé en 15 minutos. Ambos extremos del estdmago se ataron y todo el estbmago, incluido el contenido gastrico, se
corté en pedazos y se remojé en 8 ml de solucion de NaOH 1 mol/L durante 2 horas. Se centrifugé a 3000r/min durante
5 minutos. Se tomaron 2.5 ml del liquido sobrenadante y se agregaron 2.5 ml de acido tricloroacético al 10% para
precipitaciéon con albumina. Se centrifugd nuevamente a 3000 r/min durante 15 minutos y se tomd el liquido
sobrenadante y se analizé con un espectrofotometro a 546 nm.

El porcentaje de vaciado gastrico se calculd usando la siguiente férmula y los resultados se compararon con los del
grupo de control normal.

Porcentaje de vaciado gastrico (5e) = 100-Ps*Pa-1*100

Ps = concentracion de rojo fenol en el estomago del ratén (ug/ml)

Pa = concentracion de rojo fenol después de agregar el mismo volumen de 1 mol/L de NaOH y acido tricloroacético
(ug/ml) en la solucién de extracto original

En comparacioén con el grupo de control normal (como se muestra en la figura 5), el grupo de dosis alta (p <0.01) y el
grupo de dosis intermedia (p <0.05) mostraron un efecto promotor del vaciado gastrico con ciertas caracteristicas
dependientes de la dosis.

Experimento 7 - Estudio sobre enterocinesia intestinal en ratones con lesién mecanica.

En este experimento, 72 ratones ICR machos con un peso de 22-26 g cada uno se dividieron aleatoriamente en 6
grupos con 12 por grupo. Fueron nombrados como el grupo de pseudooperacion, el grupo modelo, el grupo de control
positivo (usando neostigmina) y 3 grupos de dosis (dosis baja, intermedia y alta). Los ratones estuvieron en ayunas
durante 24 horas antes del experimento. Los ratones en el grupo de pseudooperacion fueron eterizados y se hizo un
agujero en cada uno de sus abdomenes que se cosieron inmediatamente después de la incision. Los ratones en los
otros grupos también fueron eterizados y se hizo un agujero en cada uno de sus abddémenes. Luego, se inserté un
objeto romo medio curvado en el orificio y se gird 5 vueltas en sentido antihorario para hacer una lesién mecanica
simulada y luego se cosio el orificio. Después de la cirugia, se administraron soluciones rectales de solucion salina (0.02
ml/10 g de peso corporal) al grupo de pseudooperacion y al grupo modelo, y se administraron inyecciones de
neostigmina (0.15 mg/kg) al grupo de control positivo a la dosis de 0.1 ml/10 g de peso corporal. Los 3 grupos de dosis
recibieron diferentes dosis del extracto de base de meldn a las dosis de 2.48 mg/kg, 4.96 mg/kg y 9.92 mg/kg (diluido
con solucion salina), respectivamente.

Después de la medicacién, se administré a los ratones la administracion intragastrica de tinta al 10% a la dosis de 0.2
ml/10 g de peso corporal. Los ratones fueron sacrificados y la laparotomia se realizé en 140 minutos. Se extrajo el
intestino desde el piloro hasta el ano para calcular el porcentaje de impulso midiendo la longitud total del tracto
alimentario y la distancia del piloro al frente de la tinta impulsada (véase la figura 6).
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Como se muestra en la figura 6, el extracto en los tres grupos de dosis podria promover significativamente la
enterocinesia intestinal en ratones con lesiones mecanicas causadas por cirugia (p <0.01), lo que indica que el extracto
podria promover significativamente la recuperacion de la enterocinesia en ratones de prueba.

Experimento 8 - Estudio sobre la enterocinesia intestinal en ratones con hipofunciéon gastrointestinal inducida por
atropina

En este experimento, 66 ratones ICR machos que pesaban 22-26 g respectivamente se dividieron aleatoriamente en 6
grupos con 11 por grupo. Estuvieron en ayunas durante 24 horas antes del experimento. Los 6 grupos fueron
nombrados como:

* Grupo de control normal,

» Grupo modelo,

* Grupo de control positivo, y
* Los tres grupos de dosis.

A los ratones en el grupo de control normal solo se les inyect6 solucién salina a 0.1 ml/10 g y a los ratones en todos los
demas grupos se les inyectaron 0.25 mg/kg de atropina hipodérmica a 0.1 ml/10 g de peso corporal.

Veinte minutos después de la inyeccion, se administré extracto de base de meldn (diluido con la solucidn salina) a los
ratones a las dosis de 2.48, 4.96 y 9.96 mg/kg mediante administracion rectal y se administré soluciéon salina a los
ratones en condiciones normales, control y los grupos modelo. Se administré inyeccion hipodérmica de neostigmina
(0.15 mg/kg) a los ratones en el grupo de control positivo a la dosis de 0.1 ml/10 g de peso corporal. 20 minutos mas
tarde, se administr6 una administracion intragastrica de tinta al 10% a todos los ratones a la dosis de 0.2 ml/10 g de
peso corporal.

Todos los ratones fueron sacrificados y laparotomizados en 90 minutos. Se extrajo el intestino desde el piloro hasta el
ano para medir toda la longitud del tracto alimentario. Se midié la distancia desde el piloro hasta el frente de la tinta
impulsada para calcular el porcentaje de impulso.

Como se muestra en la figura 7, el extracto de base de melon en las tres dosis podria promover la enterocinesia
intestinal en ratones con hipofuncién gastrointestinal inducida por atropina (p <0.01), lo que indica que el extracto podria
promover la recuperacion de los animales hipofuncionales. El efecto en el grupo de dosis alta fue similar al de
neostigmina pero sin ningun efecto secundario obvio de espasmo muscular que siempre se encontr6 en todos los
ratones en el grupo de control positivo.

Experimento 9 - Estudio sobre los intervalos de excrecion y la cantidad de heces.

En este experimento, 66 ratones ICR machos que pesaban 22-26 g respectivamente se dividieron aleatoriamente en 6
grupos con 11 por grupo. Estuvieron en ayunas durante 24 horas antes del experimento.

Los 6 grupos fueron nombrados como:
* Grupo de control normal,

» Grupo modelo,

* Grupo de control positivo, y

* Los tres grupos de dosis.

A los ratones en el grupo de control normal solo se les inyect6 solucion salina a 0.1 ml/10 g y a los ratones en todos los
demas grupos se les inyectaron 0.25 mg/kg de atropina hipodérmica a 0.1 ml/10 g de peso corporal.

Veinte minutos después de la inyeccion, se administré extracto de base de meldn (diluido con la solucidn salina) a los
ratones a las dosis de 2.48, 4.96 y 9.96 mg/kg mediante administracion rectal y se administré soluciéon salina a los
ratones en control normal y los grupos de modelo. Se administré inyeccion hipodérmica de neostigmina (0.15 mg/kg) a
los ratones en el grupo de control positivo a la dosis de 0.1 ml/10 g de peso corporal.

20 minutos mas tarde, se administré una administracion intragastrica de tinta al 10% a todos los ratones a la dosis de
0.2 ml/10 g de peso corporal. Luego cada ratén fue enjaulado individualmente en una caja con papel de filiro de color
blanco en el piso. La cantidad de heces y el tiempo de excrecion se registraron durante periodos de observacion de 4
horas.

En comparacion con el grupo modelo, el extracto con cucurbitacinas totales en dosis baja (p <0.05), intermedia (p <0.01)
y dosis alta (p <0.01) redujo significativamente los intervalos de excrecién en ratones con hipofuncién gastrointestinal y
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también aumenté la cantidad de heces de los ratones (dentro de un periodo de 4 horas). Demostré que el extracto
puede activar la restauracion de enterocinesia intestinal en ratones con hipofunciéon gastrointestinal inducida por
atropina.

Experimento 10 - Estudio sobre constriccion de colon proximal en ratas anestesiadas.

En el experimento, 30 ratas Wistar machos que pesaban 300-350 g respectivamente estuvieron en ayunas durante 24
horas antes del experimento. Las ratas se anestesiaron con carbamato de etilo al 10% en posicion supina sobre una
mesa de operaciones con aislamiento térmico. Se corté el pelo del abdomen medio y se realizé una incision en la linea
media (5-6 cm) a nivel del hipogastrio. El colon y la unioén ileocdlica se levantaron delicadamente con unas pinzas y se
seleccion6 un segmento de colon de aproximadamente 2 cm de la union ileocolica. Ambos extremos del segmento (el
tracto ipsilateral del colon) estaban conectados por una sutura a una lamina de tubo fija. Se usé otra sutura mas larga,
con un extremo conectado a la pared del colon, mientras que el otro extremo, a través del tubo, se conectdé a un
Transductor de tension muscular JZ100 (carga 2.0 g). El segmento de colon se volvié a colocar en la cavidad abdominal
y se suturd la incision con el tubo sobresaliendo de la pared abdominal para evitar que el segmento de colon se
deslizara. Una pieza de gasa saturada con solucion de cloruro de sodio al 0.9% se cubri6 en la incision. Después de la
cirugia, se conecto el sistema de electrofisiologia RM6240 para registrar un enterograma.

Después de que la enterocinesia volviera a la normalidad, se comenzé a registrar un enterograma. La administracion
rectal de extracto de base de melén se administré a la dosis de 3.05 mg/kg y 6.10 mg/kg, respectivamente, y el
enterograma se registré durante 2 horas mas. Se calcularon los siguientes:

* El numero de ondas de contraccion cada 30 minutos (Figura 8)

« indice de amplitud en cada 30 minutos, esto es, amplitud total de todas las ondas de contracciéon en 30 minutos (Figura
10)

* El porcentaje del cambio de la onda de contraccién (100% establecido como antes de la medicacion). Se calcula de la
siguiente manera: el nimero de ondas de contraccion en 30 minutos después de la medicacion: el numero de ondas de
contraccion en 30 minutos antes de la medicacion/el nimero de ondas de contraccion en 30 minutos antes de la
medicacion x 100% (Figura 9)

* La tasa porcentual del cambio de los indices de amplitud (100% establecido como antes de la medicacion).

Se calcula de la siguiente manera: indice de amplitud en 30 minutos después de la medicacion - indice de amplitud en
30 minutos antes de la medicacion)/indice de amplitud en 30 minutos antes de la medicacion x 100%. (Figura 11)

A partir de los datos resultantes (Figuras. 8-11), el extracto de base de meldn a dosis bajas y altas podria:
* Aumentar el movimiento proximal del colon en ratas anestesiadas.

Aumento significativamente

» Ondas de contraccion,

* Los indices de amplitud,

* El porcentaje de numeros de contraccion, y

* El porcentaje del indice de amplitud en 30 minutos. El efecto alcanzé un pico entre 30 minutos y 60 minutos. También
se observo una relacion dosis-efecto.

Experimento 11 - Estudio sobre vaciado gastrico

En este experimento, 60 ratones ICR machos con un peso de 22-26 g respectivamente se dividieron en 6 grupos con 10
por grupo. Estuvieron en ayunas durante 24 horas antes del experimento.

Los 6 grupos incluyeron:

* Un grupo de control normal,

» Un grupo modelo,

» Un grupo de control positivo (usando neostigmina), y
* Tres grupos de dosis.

Los ratones en el grupo de control normal recibieron inyecciones de solucion salina mientras que los ratones en los
otros 5 grupos recibieron 0.3 mg/kg de inyecciones hipodérmicas de atropina.
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Las administraciones rectales de solucién salina se administraron al control normal y al grupo modelo. El extracto de
base de meldn (diluido con solucién salina) se administré a los ratones en grupos de dosis a 2.48 mg, 4.96 mg y 9.96
mg/kg, respectivamente.

Los ratones de control positivo recibieron inyecciones hipodérmicas de neostigmina (0.15 mg/kg).

La administracion intragastrica de rojo de fenol al 0.05% y carboximetilcelulosa al 2% se administr6 a todos los ratones a
0.4 ml por ratén 30 minutos después de la medicacion. Después de 40 minutos, los ratones fueron sacrificados y
laparotomizados. Ambos extremos del estdmago se ataron y todo el estomago, incluido el contenido gastrico, se cortd
en pedazos y se remojo en 8 ml de soluciéon de NaOH 1 mol/L durante 2 horas. Luego se centrifugd a 3000 r/min
durante 5 minutos y se tomaron 2.5 ml del liquido sobrenadante. Se agregaron 2.5 ml de acido tricloroacético al 10%
para precipitacion con albumina y la solucién se centrifugd nuevamente a 3000 r/min durante 15 minutos. El liquido
sobrenadante se tomé y analizd con un espectrofotdbmetro a 546 nm. El porcentaje de vaciado gastrico se calculd
mediante la siguiente férmula.

Porcentaje de vaciado gastrico (5e) = 100-Ps*Pa-1*100

Ps = concentracion de rojo fenol en el estomago del ratén (ug/ml)

Pa = concentracion de rojo fenol en la solucion del extracto original mas el mismo volumen de 1 mol/L de NaOH y acido
tricloroacético (ug/ml)

Como se muestra en la figura 12, el extracto con cucurbitacinas totales a la dosis alta (9.96 mg/kg) podria mejorar
significativamente la funcién de vaciado gastrico de los ratones con hipofuncién gastrointestinal inducida por atropina (P
<0.05). Las diferencias en los grupos de dosis bajas e intermedias no mostraron significancia (P> 0.05) en comparacion
con el grupo modelo, aunque mostré una tendencia hacia la promocion del efecto de vaciado gastrico.

Experimento 12 - Estudio sobre ileon de cobaya ex vivo (Figura 13)

En este experimento, se usaron cobayas hembras sanas, blancas, no embarazadas, con un peso corporal de entre 250-
350 g. El extracto de base de mel6n se disolvié en una solucion de cloruro de sodio al 0.9% a las concentraciones
requeridas.

Se sacrificaron las cobayas después de 24 horas de ayuno; el ileon se eliminé rapidamente y se coloco en la solucion
de Tyrode saturada con 5% de CO,. Después de un procedimiento de limpieza normal, se cort6 a 1-2 cm y se colocé en
un bafio Magnus lleno con la solucién de Tyrode para medir el movimiento muscular usando un registrador fisioldgico de
multiples pistas RM6240.

Después de la preparacion del ileon aislado, la tension del ileon se ajustd para normalizar la contraccion y se registro el
movimiento normal usando un registrador fisioldgico de multiples pistas RM6240. Se agregaron 20 ml de solucion de
prueba que contenia 30 mg, 60 mg y 120 mg de extracto, respectivamente, y el movimiento se registré por separado.
Antes de agregar las soluciones de prueba segunda y tercera, el ileon se lavd 2-3 veces con la solucion de Tyrode de
37 grados C para normalizar el movimiento del ileon.

Como se muestra en la figura 13, el extracto mostré un efecto significativo sobre el aumento de la fuerza de contraccion
del ileon de cobaya aislado
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REIVINDICACIONES

1. Un extracto estandarizado de Cucumis melo L. estandarizado contra cucurbitacina D y/o cucurbitacina B, que
comprende cucurbitacina D y cucurbitacina B en una proporcién de cucurbitacina B: cucurbitacina D de 10:1 a 1:2 y en
el que la cantidad de cucurbitacina D presente en el peso total de las cucurbitacinas, incluidas las isocucurbitacinas,
comprende del 5% al 50%.

2. Un extracto estandarizado de Cucumis melo L. segun la reivindicacion 1 que comprende ademas al menos uno de los
siguientes:

cucurbitacina A, cucurbitacina E, isocucurbitacina B e isocucurbitacina D.

3. Un extracto estandarizado de Cucumis melo L. segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que es un extracto
completo de cucurbitacinas.

4. Un extracto estandarizado de Cucumis melo L. segun la reivindicacion 1 que tiene una proporcién de cucurbitacina B:
cucurbitacina D desde 3:1 a 1:1.

5. Un extracto estandarizado de Cucumis melo L. segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que se selecciona
entre:

un extracto acuoso que ha experimentado una precipitacion de alcohol y que tiene una huella digital de HPLC
sustancialmente como se representa en la figura 2a con respecto a los compuestos cucurbitacina A (pico 1),
cucurbitacina D (pico 2), isocucurbitacina D (pico 3), cucurbitacina B (pico 4), cucurbitacina E (pico 5) e isocucurbitacina
B (pico 6);

un extracto acuoso que ha sufrido una precipitacion de alcohol y que tiene una huella digital de HPLC sustancialmente
como se representa en la figura 2c con respecto a los compuestos cucurbitacina A (pico 1), cucurbitacina D (pico 2),
isocucurbitacina D (pico 3), cucurbitacina B (pico 4), cucurbitacina E (pico 5) e isocucurbitacina B (pico 6);

un extracto acuoso purificado con cloroformo que tiene una huella digital de HPLC sustancialmente como se representa
en la figura 2d con respecto a los compuestos cucurbitacina A (pico 1), cucurbitacina D (pico 2), isocucurbitacina D (pico
3), cucurbitacina B (pico 4), cucurbitacina E (pico 5) e isocucurbitacina B (pico 6);

un extracto alcohdlico que tiene una huella digital de HPLC sustancialmente como se representa en la figura 2b con
respecto a los compuestos cucurbitacina A (pico 1), cucurbitacina D (pico 2), isocucurbitacina D (pico 3), cucurbitacina B
(pico 4), cucurbitacina E (pico 5) e isocucurbitacina B (pico 6); y

un extracto purificado de resina que tiene una huella digital de HPLC sustancialmente como se representa en la figura
2e con respecto a los compuestos cucurbitacina A (pico 1), cucurbitacina D (pico 2), isocucurbitacina D (pico 3),
cucurbitacina B (pico 4), cucurbitacina E (pico 5) e isocucurbitacina B (pico 6).

6. Una formulacion farmacéutica en forma de dosificacion unitaria que comprende un extracto estandarizado de
Cucumis melo L. segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

7. Una formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 6 que comprende cucurbitacina D en una cantidad para
proporcionar una dosis diaria que contiene desde 0.0040 mg a 40 mg de cucurbitacina D.

8. Una formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 7 que comprende cucurbitacina D en una cantidad para
proporcionar una dosis diaria que contiene desde 0.1 mg a 1.6 mg de cucurbitacina D.

9. Una formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 7 que comprende cucurbitacina B en una cantidad para
proporcionar una dosis diaria que contiene desde 0.0064 a 64 mg de cucurbitacina B.

10. Una formulacién farmacéutica segun la reivindicacién 9 que comprende cucurbitacina B en una cantidad para
proporcionar una dosis diaria que contiene desde 0.16 a 2.6 mg de cucurbitacina B.

11. Una formulacion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10 que tiene una proporcién de
cucurbitacina B: cucurbitacina D desde 3:1 a 1:1.

12. Una formulacion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11 que es para administracion rectal.
13. Una formulacion farmacéutica segun la reivindicaciéon 12, que es un supositorio.

14. Un extracto estandarizado de Cucumis melo L. segin cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para uso en el
tratamiento de, o para efectuar, una o mas de las siguientes condiciones:

* Activacion de la gastroenterocinesia;

* Restauracion de gastroenterocinesia postoperatoria;
24
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* Reduccién de la duracién del flato postoperatorio;

* Tratamientos de estrefiimiento

* Tratamiento de la adhesion intestinal postoperatoria;

* Tratamiento de la adhesion intestinal y el ileo;

» Estimulante del movimiento gastrointestinal en no cirugia
* Impulso del intestino grueso y delgado;

» Activacion del vaciado gastrico;

» Suaviza el movimiento intestinal; y

» Reduccion de los intervalos de excrecion y aumento de la cantidad de heces.

25



ES 2787224 T3

Fig 1a

Fig le
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Fig le
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Fig 2b
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Fig 5
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Fig 8
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Fig 13
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