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.para obtener un nuevo extracto que es Gtil en el tratamien-

REF.: 03/SEC/JGH H 7984
) 7 cas 76.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La Stephania cepharantha es una planta de la familia °

de las Menispermaceas que crece en China y Japdn. Ha sido
descrita por R.R. Paris y H. Moyse en "Matidre Médicale",
vol. 2, p&yg. 178 (Masson ed., Paris 1967).

' También es sabido, especialmente por la publicacién
de R.R. Paris y H. Moyse, que‘los extractos de la rafz de

Stéphania cepharantha preparadoé'por extracién con una mez-

cla de agua y alcohol (por ejemplo una mezcla de agua y
etanol 50:50 en volumen) a 60-100°C, han sido precpuestos en
la medicina popular para el tratamiento de la iube?culosis

y la lepra.

Ahora se ha hallado que el extracto de los tallos de

Stephania cepharantha es: (i) diferente del extrato de las

rafces de la misma planta antes citado y (ii) ﬁtilién tera-
pia, especialmente en el tratamiento de las enferiedades
infecciosas,.aebido a sus propiedades bacteriosté£icas,
antdlgicas y antiflogisticas. .

L !
" OBJETO DE LA INVENCION

El objeto de esta invencién es proporcionar un mé-

todo de extraccidn de los tallos de Stephania cepharantha

to de sujetos humanos que padecen en especial de enferme-

dades infecciosas. N

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

De atuerdo con esta invencién, los tallos de la plan-
ta se extraen con un disolvente como minimo. El producto
asi obtenido se purif;ca despuéds, si es necesario, y a con-
tinunacidn se recuéera por un método conocido.

La extraccidn puede realizarse empleando de 30 a 150¢g
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de pianta seca molida por lifro de disolvente. Los disolven-
tes que pueden utilizarse son agua, alcoholes {como metanol,
etanol, propanol e isopropanol), cetonas (como acetona, metil
etilcetona y metilpropilcetona), éteres (como éter dimetili-
co, éter dietflico y éter diisobropilico), ésteres (como
acetato de etilo), hidrocarburos (como pentano, hexano, ci-
clopentano, ciclohexano,.éter de ﬁetréleo y benceno), hidro-
carburos halogeﬁados (como cloroformo y cloruro de metileno)

y mezclas de los mismos.

‘REALTZACIONES PREFERIDAS DE.LA INVENCION -

Los disolventes preferidos para extraer los tallos de

Stephania cepharantha son el cloroformo, el metanol y una

mezcla de metanol y agua 75:25 en volumen. '’

. El extfacto, gque se obtiene por extraccién en sn di-
solvente y después evaporacidn a sequedad a presidn reduci-
da, contiené_generalmente componentes alcaloideos yvbompo—
nentes no alcaloideos; Los métodos p;eferidos paia la recu-
peracién de los alcaloides se encuentran en 1os Ejemplos 2
y 3, permitiendo el método del Ejemplo 3 aislar los componen
tes alcaloideos de los no alcaloideos:

" EJEMPLO 1

" Preparacién del extracto total

En un aparato Soxhlet se extraen durante 4 horas 140 g

de tallos secos y molidos de Stephania cepahrantha con 3 li-

tros de metanol. La materia insocluble se desprecia y la so-
lucién metandlica se evapora a sequedad a presidn reducida
para obtener un éroducto seco que se recoge en una cantidad
minima de agua y después se liofiliza. Se obtienen 85 g de
extracto total (al gue se asigna la clave AJ-0l). El rendi-

miento es del 42,5 % en peso respecto al material vegetal
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trico y la materia insoluble se separa por filtracidn y se

de partida,
EJEMPLO 2

" Extracci6n de los componentes alcaloideos

a) Extraccidn

Se tratan 1,2 kg de tallos secos (a 37°C en estufa)

y molidos de étephania éépﬂéréntﬂé con 1,2 litros de NH , OH
(que contiene 150 g/litro de NH3) Yy se extraen con 9 litros
de CHCl3 en un aéarato Soxhlet. La solucidn cloroférmica que
Se recupera se concentra después a 3 litrés a présiéﬁJreduci—
da y se extrae con agua acidulada (5 veces con 500 ﬁl‘de agug
conteniendo 20 g/litro de dcido cftrico). Después de agregar
NH4OH hasta pH 8, las bases libres que contiene la’sSiucién
se extraeﬁ cinco veces con 200 ml cada vez de cloroformo. La
fase orgénica se>seca sobre sulfato sédico anhidro’y‘ée eva-
pora a sequedad a presién reducida para dar 11,76 §7dé un
producto sec5 denominado extréctp alcaloide total;lRendimieg

to: 9,8 % en'peso respecto al material vegetal defbéitida.

b) Purificacién

!
"El extracto alcaloide total se somete a extraccién con

metanol en un aparato Soxhlet. La solucién metanélica se
evapora a sequedad a presidn reducida. El residuo de la eva-

poracidn se trata con agua que contiene 20 g/l de &cido ci-

desprecia. Se agrega NHéoH a la fase acuosa hasta pH 8 y des-‘
pués se lavé‘tres veces con 200 ml de cloroformo cada vez.
Después de ééidular con &cido citrico, se precipita; los
alcaloides cuaternizados mediante el reactivo de Mayer para

dar, despufs de filtrar y secar, 51 g de yodomercuratos de

alcaloides que se transforman en los cloruros de los alcaloi

des cuaternizados por cromatograffa con una resina cambiado-

‘ N ’
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ra de ion (Amberlite IRA 400 en forma de cloruro). Por elu-
cién y liofilizacién se obtienen los componentes alcaloideos.
EJEMPLO 3

Extraccién de los componentes alcaloidecs y no alcaloideos

Se extraen 100 g de los tallos secos (a 37°C en una

estufa) y molidos de Stevhania cepharantha con 1 litro de

una mezcla a ebullicidén de metanol y agua 75:25 en volumen.
Después de filtrar la materia insoluble, el filtrado se con-
centra a 250 cm3 a presién reducida. La fase acuosa -dque se
obtiené se filtra y.se cromatograffa en una resina Lo -ifnica
(300 ml de Amberlite XAD-2). '

+  El filtrado, que contiene el material no adsé;b;do,
se liofiliza. El producto asf obtenido contiene los componen
tes no alcaloideos. »

Por elucidn del material adsorbido con una mezcia de
etanol y agua 90:10 en volumen se obtiene, des?ués de con-
centrar a presién reducida y liofilizar, un productO'que
contiene los componentes alcgloideos;

1

" Los extractos de Stephania cepharantha de esta inven-

cién han sido ensayados para determinar sus propiedades far-
macolégicas. Los ensayos relativos al producto AJ-01 (el ex-
tracto del Ejemplo 1) estdn resumidos a continuacidn.
1;) Toxicidad

El producto AJ-01 administradoc a los animales por via
intravenosa e intraperitoneal, en solucién en suero fisiolé-
gico (agua conteniendo 9 g/l de NaCl) es bien tolerado. La
DL, {(es decir, la dosis médxima no letal) por via intravenosa

y via intraperitoneal en ratones es superior a 500 mg /kg.

2°) Actividad bacteriostdtica

Bl producto AJ-01 presenta actividad bacteriostética
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contra las bacterias Grém—positivas Yy Gram-negativas. Por
ejemplo, los valores de la CMI (concentracidén minima de inhi-

bici6n) del AJ-01 son 2 mg/ml frente a Staphylococcus aureus

London y 44 mg/ml frente a una cepa de Proteus (Proteus 1557

del catédlogo de la coleccién del Centre International de

Distribution de Souches et d'Information sur les Types Micro-

biens" de Lausanne).

3°) Actividad antiflogistica

La actividad antiflogistica del AJ-01 fué estudiada en
ratas hembra (con un beso de 100 g), por el ensayo del edema
causado por carragénano; qu resultados dados en la Tabla I'
para el AJ-01 y la fenilbuéazona {(producto de referexnnia)
indican que el AJ-01 inhibe de forma estadisticamente signi-
ficativa el desarrollc del edema causado por carragenano a
una dosis de 100 mg/kg; siendo maxima la‘accidn 3 Lhoras des-
pués de la administracién; i

4°) Actividad antdlgica

El estudio se realizé por el mé&todo de Koster, median-
te la administracidén intraperitoneal a ratonés macho de 0,2
ml de una solucién acuosa de Acido acético (30 g/1), 30 mi- |
nutos despuds de la administracién intraperitoneal u oral de
lo; productos a ensayar (AJ-0l1 y aspirina como sustancia de
referencia). Los resultados se encuentran en la Tabla 1T,
donde se han registrado ‘el nfimero de retortijones y el por-
centaje delvariacién respecto a los animales de control.

Los resultados de los ensayos farmacolééicos indican

que el extracto de'tallos de Stephania cepharantha de acuerdo

con esta invencién, tales como el AJ-01, son fitiles para el

tratamiento de sujetos humanos que padecen enfermedades infec-

ciosas, dolores e inflamaciones.
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 La invenciéﬁ incluye dentro de sus limites una compo-
sicién terapéutica que contiene, en asociacién con un exci-
piente fisiol&gicamente éceétable; una cantidad farmacéutica-
mente efectiva de un extracto de la invencién.
Estas composiciones ﬁueden administrarse por via oral
en forma de grageas, éildoras; jarabes y ampollas bebibles,
localmente en forma de unglientos o ﬁulverizaciones o0 por

inyeccidn.

A TR 2 o= e s A = S b e i e vge e e L mun e wamn s sspws o e e o



"

e ?we v 6wy
. .

- “(S0’0 > d) 0AT3eOTITUBTS ®3UBWEROTISIPRISH: (q)

SIssjupaed 2I13UD Opep P3ISO [PUIUCD Op SoTEWTUER SOT ® ozoodsex ugroeTIRA °9p ofeiusoxod TH: ()

(2T -) /(D(s 12 )  (D(s T -) - {3 vz -1 X3 9T -)
TFs'1T Z'T ¥ o1 6'TF €L )80 % §'S.f, 9T ¥ 9'¢
(s 2 ) (3 0) (s 0) {¥BT - 1 (38 )

T'T ¥ e T'T + L2t VT F 90T L RAT ¥ 6%G...%'0 F 0'%

(s 9¢-) (8 €7 -) (3 15 -) (387~ (8L %)

S'T ¥ g’'s 9'T ¥ 7L ST ¥ z’s L'0F 8'€ €0 F 9% =

€T + €1 z'z ¥ L'zt T’z + 9’07 9T Fe'L g1 F ety
45 +a Uy + 4 TE+da.. Uz +i. q1T +d.

_. (®) I 23ue3lsuT 19 us xekesus e Ozonpoxd 1op A ouvusbexieo op uQrio
BIISTUTWPE BT °op spndssp pwops Tap USUWNTOA TP eoTyRIbOowsT10Td RPIPSW

8 (B3/BW 00T) TO~CY
¥

ot (B3/Bfw 0z) T0-C¥Y

8 (B3/Bu pz) PUOZEINQTIUSL

0T T0313U0)

@307 xod saT

. (stsop) ozonpoad
PWTIUR Sp OJIWDN :

oueuabiezaed iod opronpoid evWOp® [o oiqos oAesud

T vIavL

o¢e

a3

03

41

o1




10

1%

20

295

30

Ensayo sobre

"TABLA 1

el edema producido por carraigenanc

Nmero de anima

Producto (dosis) les por lote —
Control 10
Fenilbutazona (20 mg/kg) 8
AJ-01 (20 mg/kq) 10

i
AJ-01 (100 mg/kg) o 8

Medida pletismogréfica diel vol
cibn de carragenano y del pr

"T 4+ 1 h "T+'2'h__ o

4,3+ 1,3 7,2+ 1,6 10,6

» 4,6 + 0,3 3,8+0,7 5,2

(+78) (~48 %) (~

4,0 i 0'4 4'.\»‘54’9, i-. 1':.4'10 10,6
(- 8 %) ....( - 18°&). - (o

3,6 + 1,6 15,5 + 0,8 7,3
(- 16 ) (- 24 B) ° (-

s %ot

(a) :E1 porcentaje de variacién réspecto a los animales’de ‘contrdl, ests d:

(b) :Estadfsticamente significativo (p < 0,05). s

" .
LA ¥ T3] e 4 0 ¢




“TABLA T

a producido por carragenano

ida pletismogrédfica dlel volumen del edema después de la administra
idén de caxrragenano y del producto a ensayar en el instante T (a)

1h ‘T +2h "T+3h T+ 4n T+ 5h
3+1,3 7,2+1,6 10,6 + 2,1 12,7 + 2,2 13 + 1,3
6§+ 0,3 3,84+0,7 5,2 + 1,5 7,2 + 1,6 8,3 + 1,5
(+ 7% (- 48 3) (- 51 %) (- 43 3) ( -36 %)
0+ 0,4 75,9 + 13" 10,6 + 1,4 12,7 + 1,1 12,7 + 1,1
("' 8 %) -l-q( - l&-n-)*' ' ( O %) ( 0 %) (-_ 2 %)
6+ 1,6 15,5+ 0,8 7,3 +1,9 10 + 1,2 11,5 + 1
(- 16 &) -:(- 24 8% * (- 31 %) (b) (- 21 %) (b) ( - 12 %)

animales.de ‘contrdl. estd dado entre paréntesis
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Producto Nfimero de  Nfmero de a los animales de
(dosis) animales retortijones control
Control 10 28,1 + 6,8 -
Aspirina, 10 17,7 + 5,0 (a) - 37 %
200 mg/kg,
p.o.
.AJ-01, .10 25,0 + 7,2 - 11 %
100 mg/kg,
i.p.
AJ-01 10 19,1 + 4,0 (a) - 32 %
250 mg/kg, )
i.p.

deberé recaer sobre las siguientes:

. TABLA II

Ensayo con &cido acético

Variacién respecto

(a) estadisticamente significativo (p < 0,05).

En resumen, la Patente de Invencién que se solicita

-~ REIVINDICACIONES -

1. Un método para la preparacidn de un extracts de -

Stéphania cepharantha, Util en terapia, especialmente como

“terior; '

agente bacteriostatico, antiflogistico y antélgico, cuyo mé
todo comprende:

a) secar en una estufa a la temperatura édeduada los -
tallos de dicha planta;

“b) moler los tallos secos procedentés de la etapa an-

- ¢) extraer los tallos molidos procedentes de la etapa
anterior con un disolvente como minimo, seleccionado del -
grupo formado por agua, alcoholes, cebtonas, ésteres, éteres
hidrocarburos, hidrocarburos halogenados y meéclas de los -
mismos, utilizéndose aproximadamente 1 litro de disolvente
por cada %0 a 150 g de tellos secos molidos; | -

d) recuperar el extracto procedente de la etapa ante-

4
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- 10—

rior bor'evaporacién'a sequedad a presidén reducida de la so
lucidn obtenida. . . |

2. Un método segin la Rgiﬁindicacién 1 donde el di-
solvente esté seleccioﬁado entre el grupo formado por cloro
formd,-meﬁanol ¥y una mezcla qe ﬁetanol ¥y agua 75:25 en vo-
lumen.

3. B8e reivindica por Ultimo como objeto sobre el que
ha de recaer la Patente deVInvencién que se solicita: UN ME
TCDO. DE PREPARACION DE UN EXTRACTO DE STEPHANIA CEFHARAN-
THA. _

" Todo conforme queda descrito y reivindicado en ia pre-
sente memoria descriptiva que'gonsta de diez péginas meca-
nografiadas.

Madrid
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